Untersuchung zur Funktion der regulatorischen Untereinheiten p50α, p55α und p85α der Phosphoinositid-3-Kinase in der beta-Zell-Linie INS-1E by Niebel, Philipp
Aus der Klinik für Innere Medizin
Schwerpunkt Gastroenterologie, Endokrinologie und Stoffwechsel
Direktor: Prof. Dr. Th. M. Gress 
des Fachbereiches Medizin der Philipps-Universität Marburg
Untersuchung zur Funktion der 
regulatorischen Untereinheiten p50α, p55α und p85α 
der Phosphoinositid-3-Kinase in der 
beta-Zell-Linie INS-1E 
Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades 
der gesamten Humanmedizin






Angenommen vom Fachbereich Medizin 
der Philipps-Universität Marburg am 27.11.2008       
gedruckt mit der Genehmigung des Fachbereichs
Dekan: Prof. Dr. M. Rothmund
Referent: PD Dr. D. Hörsch
Korreferent: PD Dr. W. Meißner
meiner Familie gewidmet                    
Inhaltsverzeichnis 
Inhaltsverzeichnis
 1. Einleitung 1
 1.1 Phosphoinositide, Substrate der PI3-Kinasen ......................................... 1
 1.2 Klassen der PI3-Kinasen ......................................................................... 4
 1.3 Eigenschaften der PI3-Kinasen der Klasse IA .........................................7
 1.3.1 Aufbau............................................................................................... 7
 1.3.2 Aktivierung........................................................................................ 9
 1.3.3 Umsetzung von Phosphoinositiden................................................. 12
 1.4 Abhängige Signalwege der PI3-Kinase und zelluläre Funktionen..........12
 1.4.1 Zelluläre Funktionen........................................................................ 12
 1.4.2 Proteinkinase B............................................................................... 13
 1.4.3 Glukosestoffwechsel....................................................................... 14
 1.4.4 Zellproliferation und Wachstum....................................................... 15
 1.4.5 Apoptose......................................................................................... 16
 1.5 Fragestellungen...................................................................................... 18
 2. Materialien und Methoden 19
 2.1 Materialien.............................................................................................. 19
 2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial............................................. 19
 2.1.2 Zusammensetzung der Reagenzien............................................... 20
 2.2 Methoden............................................................................................... 21
 2.2.1 Zellkultur.......................................................................................... 21
 2.2.2 Stimulation ..................................................................................... 25
 2.2.3 Adenoviraler Gentransfer................................................................ 25
 2.2.4 RNA-Interferenz.............................................................................. 27
I
Inhaltsverzeichnis 
 2.2.5 FACS-Zellzyklusanalyse................................................................. 28
 2.2.6 Immunopräzipitation........................................................................ 30
 2.2.7 Immundepletion............................................................................... 30
 2.2.8 Gelelektrophorese und Western Blot.............................................. 31
 2.2.9 PI3-Kinase-Assay............................................................................ 33
 3. Ergebnisse 34
 3.1 Identifizierung der Untereinheiten.......................................................... 34
 3.2 Verhältnis der Untereinheiten................................................................. 35
 3.3 Stimulierbarkeit der Zellen...................................................................... 37
 3.4 Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten........................... 37
 3.5 Reduktion von p85α durch RNA-Interferenz.......................................... 44
 3.6 Zellzyklusananalyse............................................................................... 47
 3.7 PI3-Kinase-Assay................................................................................... 53
 4. Diskussion 54
 4.1 Funktionen der regulatorischen Untereinheiten auf Ebene der PI3-Kinase
............................................................................................................... 54
 4.2 Funktionen auf untergeordneten Ebenen .............................................. 58
 4.3 Einflüsse auf parallele Wege der Signaltransduktion............................. 60
 4.4 Schlussfolgerungen und Aussichten...................................................... 61
 5. Zusammenfassung 63
 6. Literaturverzeichnis 65
 7. Anhang 76
 7.1 Abbildungsverzeichnis............................................................................ 76
 7.2 Abkürzungsverzeichnis.......................................................................... 78
II
Inhaltsverzeichnis 
 7.3 Lebenslauf.............................................................................................. 80
 7.4 Verzeichnis akademischer Lehrer.......................................................... 81
 7.5 Danksagung........................................................................................... 82




Phosphoinositid-3-Kinasen  (PI3-Kinasen)  sind  essenzielle  Enzyme  für  Zell-
wachstum  und  Zellzyklusregulation.  Als  Lipidkinasen  phosphorylieren  sie 
Phosphoinositide (PI), die als sekundäre Transmitter eine wichtige Rolle in der 
intrazellulären  Signaltransduktion  spielen.  Die  Regulation  des  Glukose-Stoff-
wechsels der Zelle durch diese Transmitter sowie deren Rolle bei Apoptose und 
Zellzyklusregulation  sind  notwendig  für  das  Überleben  der  Säugetierzelle 
(Katso et al. 2001, Vanhaesebroeck und Alessi 2000).
Neben dieser ubiquitären Funktion für glukosesensitive Zellen besitzen die PI3-
Kinasen spezielle Funktionen in vielen Geweben und sind an der Entstehung 
von Krankheiten  wie Diabetes mellitus,  Karzinomen und Immundefekten  be-
teiligt (Katso et al. 2001, Vara et al. 2004, Stumvoll et al. 2005).
Die PI3-Kinasen sind funktionelle Heterodimere, die aus einer katalytischen und 
einer regulatorischen Untereinheit bestehen. In der vorliegenden Arbeit soll die 
Rolle der regulatorischen Untereinheiten p85α, p55α und p50α der PI3-Kinase 
der Klasse IA im Hinblick auf die Funktionen für untergeordnete Signalwege, 
der Aktivität der PI3-Kinase und der Bedeutung für Wachstum und Zellzyklus-
regulation in der beta-Zelle des Pankreas untersucht werden.
 1.1 Phosphoinositide, Substrate der PI3-Kinasen 
Die Substrate der Phosphoinositid-3-Kinasen sind Lipide, die über Phosphor-
säure mit einem Inositol-Ring verbunden sind (Abb.  1). Wenn dieser Inositol-
Ring keine weiteren Phosphatreste an den Positionen 3' bis 5' enthält, nennt 
man diese Lipidverbindung Phosphatidylinositol (PtdIns).
Phosphatidylinositol ist ein membranständiges Molekül; während die lipophilen 
Fettsäurereste  in  die  zum Zytosol  gerichtete  Schicht  der  Lipid-Zellmembran 
integriert  sind,  ragt  der  polare Inositolrest  in  das Zytoplasma. Die Hydroxyl-
Gruppen (-OH) des Inositolringes können  in  vivo an den Stellen 3'  bis 5'  in 
verschiedenen  Kombinationen  phosphoryliert  werden,  diese  Derivate  des 
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Phosphatidylinositols werden als  Phosphoinositide (PI) bezeichnet. Die Phos-
phorylierung an den Stellen 3'–5'  des  Inositol-Ringes geschieht  dabei  durch 
entsprechende PI3-, PI4- und PI5-Kinasen. Die PI3-Kinase phosphoryliert den 
Inositol-Ring an der 3'-Position durch den Transfer der terminalen Phosphat-
gruppe von Adenosintriphosphat (Divecha und Irvine 1995, Fruman et al. 1998).
In vivo existieren alle möglichen Phosphorylierungs-Kombinationen: Die Mono-
phosphoinositide PtdIns(3)P,  PtdIns(4)P  und  PtdIns(5)P,  die  Bisphospho-
inositide PtdIns(3,4)P2, PtdIns(3,5)P2 und PtdIns(4,5)P2 sowie das Trisphospho-
inositid PtdIns(3,4,5)P3,  das  auch  als  PIP3 bezeichnet  wird.  Durch  die  Kon-
stellationen  der  Phosphatgruppen  am  Inositolring  ergeben  sich  spezifische 
zelluläre  Funktionen  der  Phosphoinositide.  Die  für  die  Signalübertragung 
wichtigste Rolle spielen PtdIns(3)P und  PtdIns(3,4)P2, wobei ersteres in der 
Säugetierzelle in größerer Menge vorkommt (Vanhaesebroeck et al. 2001).
2
Abbildung 1: Die Aufbau von Phosphatidylinositol und die Phospho-
rylierung durch die PI3-Kinasen an der 3'-Position des Inositol-Ringes 

























Die Wirkung  der  Phosphoinositide  an  Protein-Zielstrukturen  wird  über 
verschiedene  Lipid-bindende  Regionen  vermittelt.  Die  wichtigsten  sind  PH, 
Phox,  FYVE,  ENTH,  ANTH,  FERM,  tubby  sowie  verschiedene  Zytoskelett-
Proteine. Durch ihre unterschiedliche Verteilung und Substratspezifität spielen 
diese eine wichtige Rolle  bei  der  Spezifität  der  Wirkungen der  PI3-Kinasen.
Die  pleckstrin homology domain (PH)  war  die  erste  identifizierte  Phospho-
inositidbindende Struktur. Sie ist weit verbreitet und findet sich auf einer großen 
Zahl  von  Signaltransduktions-Proteinen  wie  Proteinkinasen  (phosphoinsitide-
dependent kinase-1 (PDK),  Proteinkinase B  (PKB),  β-ARK,  brutons 
tyrosinkinase), Phospholipasen (PLCγ1, PLCδ1, PLD), Regulatoren von kleinen 
GTPasen und verschiedenen Adapter-Proteinen des Vesikel-Transportsystems. 
PH domains auf diesen Proteinen sind spezifisch für PtdIns(3,4,5)P3  und/oder 
PtdIns(4,5)P2 und/oder PtdIns(3,4)P2. Die PH-Domänen rekrutieren ihre Träger-
proteine  PI-abhängig  zur  Plasmamembran  und  ermöglichen  so  deren  Akti-
vierung (Itoh und Takenawa 2002, Lemmon 2003).
Die  5'-Inositol-Phosphatase  phosphatase and tensin homolog (PTEN)  de-
phosphoryliert  PtdIns(3,4,5)P3 etwas  verzögert  zu  PtdIns(3,4)P2, das  haupt-
sächlich  über  diesen  Weg  produziert  wird.  PTEN  kann  auch  die  anderen 
5'-phosphorylierten PIs umsetzen und deren Wirkung beenden. In einer Reihe 
von  menschlichen  Tumoren  ist  das  Tumor-Suppressor-Gen PTEN  durch 
Mutationen  deaktiviert,  was  zu  einer  erhöhten  Konzentration  von  Phospho-
inositiden  und  dauerhaft  aktivierten  PI3-Kinase-Signalwegen  führt  (Vazquez
und Seller  2000,  Downes et al.  2001).  Die  SH2 domain containing inositol 5-
phosphatases (SHIP) haben ähnliche Eigenschaften, bewirken den Abbau der 
Phosphoinositole, bevorzugt von  PtdIns(3,4,5)P3, jedoch durch Hydrolysierung 
(Rohrschneider et al. 2000).r
Neben der Phosphorylierung durch die PI-Kinasen sind die Phosphoinositide 
noch  in  an  einem  weiteren  Signaltransduktionsweg  beteiligt,  der  oft  als 
„klassischer“  Phosphoinositid-Weg bezeichnet  wird.  Dabei  wird  PtdIns(4,5)P2 
von der Phospholipase C umgesetzt,  die daraus die zwei  second messenger 
Diacylglycerol (DAG) und Inositol(1,4,5)-Trisphosphat (IP3) produziert. Während 
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DAG  verschiedene  Isoenzyme  der  Proteinkinase  C  aktiviert,  erhöht  IP3  die 
intrazelluläre Kalziumkonzentration. Die 3'-phosphorylierten Produkte der PI3-
Kinasen werden von der Phospholipase C nicht umgesetzt (Alberts et al. 2002).
 1.2 Klassen der PI3-Kinasen 
Acht verschiedene PI3-Kinasen wurden bis heute in Säugetieren identifiziert, 
die auf der Basis von Proteinstruktur, Substratspezifität und Regulation in die 
Klassen I-III eingeteilt werden (Übersicht in Tab. 1). Unter Klasse IV fasst man 
verschiedene  PI3K-verwandte  Kinasen  zusammen  (Vanhaesebroeck  und
Waterfield 1999,  Foster et al. 2003). Die Klassifikation der PI3-Kinasen richtet 
sich dabei  hauptsächlich nach der  Struktur  der  katalytischen Untereinheiten; 
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Abbildung 2: Die definierenden Struktureigenschaften (homology regions, HR) der katalytischen 
Untereinheiten der verschiedenen PI3-Kinase-Klassen in Säugetieren. HR1, auch kinase core 
domain genannt, vemittelt die Lipikinaseaktivität und kommt in allen Klassen vor. HR2, auch als 
PIK domain bezeichnet, wirkt aktivierend auf die anderen Regionen. HR3 ist eine C2-ähnliche 
Domäne, die Kalziumabhängige und -unabhängige Interaktionen mit anderen Proteinen oder 
Lipiden vermittelt. HR4 ist eine ras-binding domain. Die regulatorischen Einheiten der Klasse IA 
binden an die N-terminale adaptor-binding domain der p110-Proteine, die aus ca. 100 
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diese  bestehen  aus  verschiedenen  sequenzhomologen  Strukturen,  den 
homology regions 1–4 (Abb. 2, Domin und Waterfield 1997, Walker et al. 1999, 
Djordjevic und Driscoll 2002).
Die PI3-Kinasen der Klasse I werden unterteilt in die Klassen IA und IB, die sich 
in  Aufbau  und  Aktivierung  unterscheiden  (Domin  und  Waterfield  1997). Im 
Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Klasse IA; sie wird im Kapitel  1.3 genauer 
beschrieben.
Die Klasse IB-PI3-Kinasen sind weniger verbreitet als die Klasse IA. Ergebnisse 
aus  knockout-Mouse-Modellen deuten auf eine Schlüsselrolle der IB-Kinasen 
als  Modulatoren von Entzündungen und Allergien sowie in der Regulation der 
kardialen  Kontraktionsfähigkeit  hin  (Crackower  et  al.  2002,  Wymann  et  al.
2003).  Die einzige bis heute bekannte Isoform der Klasse IB besteht aus der 
katalytischen Untereinheit p110γ (Stoyanov et al. 1995). Klasse IB PI3-Kinasen 
werden durch G-Protein-gekoppelte Rezeptor-Systeme (GPCR) aktiviert. Dies 
geschieht  durch  den  Gβγ-Komplex,  eventuell  spielt  dabei  auch  die  Gα-
Untereinheit eine Rolle (Krugmann et al. 1999). Die Klasse IB-Kinasen werden 
wie die Klasse IA bei der Aktivierung an die Plasmamembran gebunden. Wie 
alle Kinasen der Klasse I können auch sie durch die GTP-gebundene kleine 
GTPase p21Ras (Ras)  aktiviert werden (Kodaki et al. 1994).
PI3-Kinasen der  Klasse II sind große Proteine von 170–210 kDa, deren kata-
lytische Einheit derjenigen der Klasse I-Kinasen nur zu etwa 50 % gleicht. In 
Säugetieren existieren die von verschiedenen Genen kodierten katalytischen 
Untereinheiten PI3K-C2α, PI3K-C2β und PI3K-C2γ. Das N-terminale Ende des 
Proteins  enthält  Prolin-reiche Regionen,  die  auf  Protein-Protein-Interaktionen 
schließen lassen. Das C-terminale Ende enthält Phox- und C2-Domänen, die 
ebenfalls auf Protein- oder Lipid-Bindungen hinweisen (Domin et al. 1997). Die 
Aktivierungsmechanismen der Klasse II-Kinasen sind unklar. Tyrosin-Phospho-
rylierung,  G-Protein-Interaktionen  und  Proteolyse könnten  in  verschiedenen 
Rezeptorsystemen eine Rolle spielen. Ihre vielfältigen Funktionen in der Zelle 
und  das  Vorkommen  von  in-vivo-Produkten  sind  nicht  komplett  verstanden 
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(Katso et al.  2001).  In vitro können  Klasse II-Kinasen PtdIns und PtdIns(4)P 
phosphorylieren (Foster et al. 2003).
Phosphoinositid-Kinasen der  Klasse  III  weisen  eine  Sequenz-Homologie  zu 
dem  in  Pilzen  vorkommenden  vesicular  protein-sorting  protein  Vps34  auf 
(Herman und Emr 1990). Sie kommen in allen untersuchten  eukaryontischen 
Zellen vor. Ihr einziges Produkt ist PtdIns(3)P. Dessen Spiegel in der Zelle ist 
so konstant, dass man annehmen kann, dass die Klasse III-Kinasen nicht durch 
Zell-Stimulation  aktiviert  werden,  sondern  konstitutiv  wirken.  Sie  sind 









































Tabelle 1: Übersicht über die verschiedenen Klassen der PI3-Kinase (humane 
Genlokalisationen; Fruman et al. 1998, Anderson und Jackson 2003).
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Autophagie,  Phagosomen-Bildung,  Vesikel-Bildung  und  Golgi-Endosomen-
Transport beteiligt (Vanhaesebroeck und Waterfield 1999, Katso et al. 2001).
Als Klasse IV bezeichnet man eine Gruppe von PI3K-verwandte Kinasen, die 
Ser/Thr  Protein-Kinase-Aktivität  besitzen,  Lipidprodukte  konnten  bisher  nicht 
identifiziert  werden.  Mitglieder  dieser  Gruppe  sind  unter  anderen  mTOR 
(mammalian target  of  rapamycin),  DNA-PK (DNA-dependent  protein kinase), 
ATR (ataxia  telangiectasia  related)  und ATM (ataxia  telangiectasia  mutated, 
Vanhaesebroeck und Waterfield 1999).
 1.3 Eigenschaften der PI3-Kinasen der Klasse IA 
 1.3.1 Aufbau
PI3-Kinasen der Klasse IA sind heterodimere Proteine, die aus einer 110 kDa 
großen katalytischen Untereinheit und einer assoziierten regulatorischen Unter-
einheit  bestehen.  Sie  enthalten  eine  der  drei  katalytischen  Untereinheiten 
p110α, p110β und p110δ, die von drei verschiedenen Genen kodiert werden 
(Tab. 1). Diese sind Moleküle von 110–120 kDa Größe, die eine Homologie der 
Aminosäuresequenz von etwa 50 % aufweisen (Hiles et al. 1992).  p110α und 
p110β sind in verschiedenen Geweben weit verbreitet, während p110δ haupt-
sächlich in Leukozyten vorkommt (Vanhaesebroeck et al. 1997).
Die katalytischen Untereinheiten interagieren mit verschiedenen regulatorischen 
Untereinheiten  und  bilden  mit  diesen  das  heterodimere  PI3K-Holoenzym. 
Bisher sind fünf regulatorische Untereinheiten bei PI3-Kinasen der Klasse IA 
bekannt. Die mit 85 kDa beiden größeren Untereinheiten p85α und p85β leiten 
sich von zwei verschiedenen Genen ab, dem Pik3r1-Gen und dem Pik3r2-Gen 
(Tab. 1).  Sie  besitzen  eine  Bindungsstelle  für  eine  katalytische  p110-Unter-
einheit, die von zwei Src-homology 2 domains (SH2) flankiert ist (Abb. 3). Diese 
SH2-Domänen  dienen  der  Aktivierung  der  PI3-Kinase  durch  Bindung  von 
Tyrosin-phosphorylierten Proteinen. p85α und p85β enthalten an ihrem NH2-
terminalen Ende eine  Src-homology 3 domain (SH3), an die zwei prolinreiche 
Region grenzen, sowie eine  break point cluster homology domain  (BRC), ver-
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schiedene  Interaktionen  vermittelt  werden  (Abb.  3).  Die  kleineren  Unterein-
heiten  p50α  und  p55α  enthalten  ebenfalls  die  p110-Bindungsstelle  und  die 
beiden SH2-Domänen, jedoch keine SH3-Domäne. Sie sind alternativ zu p85α 
gespleißte Produkte des Pik3r1-Gens von 50 KDa (p50α) bzw. 55kDa (p55α, 
auch AS53 genannt) Größe (Inukai et al. 1997, Fruman et al. 1996, Pons et al.
1995). p55γ, auch  p55PIK  genannt, ist eine weitere Untereinheit, die strukturell 
p55α ähnelt, aber von einem anderen Gen, dem PIK3R3-Gen, kodiert wird. Sie 
kommt vor allem in Hirn- und Hodengewebe vor und wird hauptsächlich von 
IRS-1 aktiviert (Insulin-Rezeptor-Substrat 1,  Pons et al. 1995). Während p85α 
und p85β ubiquitär exprimiert werden, zeigen die kleineren Untereinheiten eine 
unterschiedliche Verteilung in den Geweben, was auf eine zellspezifische Rolle 
hindeutet (Fruman et al. 1996, Antonetti et al. 1996, Hörsch und Kahn 1999).
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Abbildung 3: Struktur der regulatorischen Untereinheiten der PI3-Kinase Klasse IA (Inukai et al. 1997)
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Die  Aktivierung  der  Klasse  IA  PI3-Kinasen  erfolgt  durch  die  Bindung  von 
aktivierten  Tyrosinkinasen  an  die  zwei  SH2 homology regions der  regula-
torischen Untereinheiten. Die Klasse IA-Kinasen zeigen besondere Affinität zu 
Proteinen, die  Phosphotyrosine in einem pYXXM-Motiv oder einem pYMXM-
Motiv enthalten, wobei X für eine beliebige Aminosäure steht (Virkamäki et al.
1999). Es kann sich dabei um Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität wie den 
Insulin- oder IGF-1-Rezeptor handeln (Kido et al. 2001). Diese bestehen aus 
zwei α-Ketten sowie zwei β-Ketten, letztere besitzen eine Tyrosinkinaseaktivität 
und  durchlaufen  bei  der  Rezeptoraktivierung  durch  extrazelluläre  Liganden-
bindung eine Reihe von Autophosphorylierungen.  Weitere mögliche Proteine 
mit Tyrosinkinase-Aktivität sind nicht-Rezeptor-gebundene Tyrosinkinasen wie 
die  src-Familie-Kinase oder  die  JAK-Kinase,  die  z. B.  bei  T-Zell  und B-Zell-
Rezeptoren in  Immunzellen  eine  Rolle  spielen  (Fruman und  Cantley  2002), 
sowie eine Vielzahl anderer Tyrosinkinasen (Wymann und Pirola 1998).
An  die  autophosphorylierten  β-Ketten  binden  die  Insulin-Rezeptor-Substrate 
(IRS).  Diese Gruppe umfasst  neun bekannte Proteine (IRS-1 bis  IRS-9)  mit 
spezifischen Funktionen, von denen IRS-1 bis IRS-4 für die Signaltransduktion 
zur PI3-Kinase die größte Bedeutung haben (White 1997). Sie werden von der 
Tyrosinkinase  des  Rezeptors  an  mehreren  Stellen  phosphoryliert,  wodurch 
Bindungsstellen  für  SH2 domains entstehen.  Nach  der  Dissoziation  der  IRS 
vom Insulin/IGF-1-Rezeptor werden die regulatorischen Untereinheiten der PI3-
Kinase als Zielproteine an diese gebunden und aktiviert (Antonetti et al. 1996).
Der  Aktivierungsvorgang  der  PI3-Kinasen  ist  komplex.  Die  regulatorische 
Untereinheit  p110α  ist  in  Säugetieren  bei  37° C instabil  und  erlangt  erst  in 
Verbindung mit  p85α thermale Stabilität.  Die PI3-Kinase ist in dieser hetero-
dimeren  Konfiguration  jedoch  inaktiv,  da  p85α  durch  seine  Bindung  an  die 
katalytische  Untereinheit  gleichzeitig  deren  Aktivität  mindert.  Die  Aktivierung 
erfolgt erst durch die Bindung der phosphorylierten Tyrosinresiduen (Yu et al.
1998).  Durch die Assoziation mit phosphorylierten Tyrosinkinasen an den N-
terminalen  SH2 domains verliert  p85α  die  inhibitorische  Wirkung,  die  Lipid-
9
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kinaseaktivität  des  Holoenzyms nimmt  zu  (Cuevas  et  al.  2001,  Chan  et  al.
2002). 
Im Rahmen der Aktivierung wird die katalytische Untereinheit durch die Bindung 
der SH2-Regionen der regulatorischen Untereinheit an die membranständigen 
IRS von der zytosolischen Position des inaktiven Zustandes an die Plasma-
membran gebunden. Erst dort kann die ATP-abhängige Phosphorylierung von 
Phosphoinositiden der Zellmembran stattfinden.
Möglichkeiten der Regulation ergeben sich aus der direkten Interaktionen von 
verschiedene  Enzymen  mit  den  regulatorischen  und  katalytischen  Unter-
einheiten. Beispiele sind die Interaktion der regulatorischen Untereinheiten mit 
CDC42 und Rac (Zheng et al. 1994, Tolias et al. 1995, Beeton et al. 1999), die 
an die Bcr-homologe Region binden sowie die src-Familie-Kinase mit der SH3 
domain (Pleiman et al. 1994).
Die PI3-Kinase besitzt  auch Proteinkinase-Aktivität,  so kann die  katalytische 
Untereinheit die regulatorischen Untereinheiten an Serinresten phosphorylieren. 
10























Die  Phosphorylierung  von  p85α  an  Ser608 bewirkt  eine  starke  Lipidkinase-
Aktivitätsabnahme der PI3-Kinase, wozu sowohl p110α als auch p110β in der 
Lage sind (Dhand et al.  1994).  Darüberhinaus können die PI3-Kinasen eine 
Phosphorylierung  von  IRS-Proteinen  mit  konsekutiver  Lipidkinase-Aktivitäts-
minderung bewirken (Lam et al. 1994).
Eine weiterer Aktivierungsweg der PI3-Kinasen der Klasse I verläuft über die 
GTP-abhängige  kleine  GTPase p21Ras (Ras, Kodaki  et  al.  1994,  Rodriguez-
Viciana et al. 1996). Die Familie der Ras-Proteine ist an verschiedenen Signal-
transduktionswegen beteiligt und hat vielfältige Funktionen bei der Regulation 
von Apoptose und Zellwachstum (Rebollo und Martinez 1999, Olson und Marais
2000). Aktivierte  Ras-Proteine  können  dabei  entgegengesetzte  Effekte 
bewirken,  was  durch  die  Wirkung  von  Ras  auf  unterschiedlichen  Signal-
kaskaden erklärt wird. Der hemmende Einfluss auf die Apoptose wird über die 
Aktivierung der PI3-Kinase vermittelt,  während eine Förderung der Apoptose 
über  den  mitogen-activated protein kinase-Weg  (MAP-Kinase)  möglich  ist 
(Downward 1998).
Die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase geschieht über die Bindung der 
GTP-assoziierten, aktivierten Form von Ras an die  ras binding domain (RBD) 
der p110-Untereinheiten. Diese Aktivierung wird im inaktiven Zustand der PI3-
Kinase  von  p85α  gehemmt,  was  erst  durch  die  Stimulation  der  Zelle  und 
Tyrosinkinaseaktivität aufgehoben wird (Jiménez et al. 2002). Die Divergenz in 
der  Primärstruktur  von  p100α,  p110β  und  p110δ  ist  in  der  Ras-bindenden-
Domäne am größten, was Unterschiede in der Aktivierung durch Ras vermuten 
lässt (Deora et al. 1998). Die Aktivierung von Ras selbst geschieht in mehreren 
Schritten. Über phosphorylierte Tyrosinkinase-Rezeptoren, die an das Adapter-
Protein  GRB2  binden,  wird  der  Ras-Aktivator  Sos  zur  Zellmembran  trans-
portiert. Dieser erhöht dort den Anteil von GTP und damit die Aktivität von Ras 
(Macaluso et al. 2002).
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 1.3.3 Umsetzung von Phosphoinositiden
Die PI3-Kinasen der Klasse I können in Säugetierzellen alle Phosphoinositide 
mit freier 3'-Position am Inositol-Ring phosphorylieren, man findet die Produkte 
PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P2, PtdIns(3,5)P2 (PIP2) und PtdIns(3,4,5)P3  (PIP3). 
Die basalen Level von PtdIns(3,4)P2 und PtdIns(3,4,5)P3 sind im Gegensatz zu 
PtdIns(3)P sehr niedrig und steigen bei Stimulation der Zellen stark an. In vivo 
ist  das bevorzugte Substrat  PtdIns(4,5)P2,  das zu PtdIns(3,4,5)P3 umgesetzt 
wird (Vanhaesebroeck und Waterfield 1999, Vanhaesebroeck et al. 2001).
Die  Phosphatasen  PTEN  und  SHIP  beenden  durch  den  Abbau  von 
PtdIns(3,4,5)P3 deren  Aktivität  und  sind  somit  funktionelle  Gegenspieler  der 
PI3K (siehe 1.1).
 1.4 Abhängige Signalwege der PI3-Kinase und zelluläre 
Funktionen
 1.4.1 Zelluläre Funktionen
Die  PI3-Kinasen  sind  für  eine  breites  Spektrum  an  biologischen  Effekten 
verantwortlich,  unter  anderem  Zellwachstum  und  -proliferation,  Apoptose-
regulation, Vesikeltransport, Zytoskelettorganisation, Zellkontakte, Chemotaxis 
sowie Glukosestoffwechsel (Wymann und Pirola 1998, Vara et al. 2004, Hirsch
et al. 2007).
Während die verschiedenen Klassen meist spezielle biologische Funktionen in 
bestimmten  Zelltypen  wahrnehmen,  haben  die  PI3-Kinasen  der  Klasse  IA 
ubiquitäre  Funktionen,  die  für  Zellproliferation  und  Wachstum,  Glukosestoff-
wechsel  und  Apoptoseregulation  essenziell  sind.  Diese  werden  über  die 
3'-phosphorylierten Lipidprodukte vermittelt,  die an entsprechende Strukturen 
an ihren Zielen binden (vgl. 1.1). Das wichtigste Ziel ist die Achse phosphatase 
dependent kinase (PDK) – Proteinkinase B, über die eine Vielzahl von Effekt-
oren reguliert wird (Coffer et al. 1998). Weitere Ziele der PI3-Kinase sind die 
Proteinkinasen A, G, C , die Tyrosinkinasen Tec und Btk, die Phospholipase Cγ 
und kleine GTPasen der Rho- und Arf-Familie (Hirsch et al. 2007).
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 1.4.2 Proteinkinase B
Die 57 kDa große Serin/Threonin-Proteinkinase B (PKB, auch  Akt oder  c-Akt) 
ist  der  wichtigste Effektor  der  PI3-Kinase.  In  Säugetieren  existieren  die  Iso-
formen PKBα (Akt-1),  PKBβ (Akt-2)  und PKBγ (Akt-3),  wobei  die  α-  und β-
Isoformen in menschlichen Geweben weit verbreitet sind, während die PKBγ 
hauptsächlich in Gehirn und Hoden vorkommt (Coffer et  al.  1998).  Die PKB 
bestehen aus einer N-terminalen  PH domain, einer  kinase domain  und einem 
C-terminalen regulatorischen Bereich. In ruhenden Zellen befindet sich die PKB 
im Zytosol,  bei  einer  Stimulierung der  Zelle  wird  sie  aktiviert  und dabei  zur 
Zellmembran verlagert (Vanhaesebroeck und Alessi 2000).
Diese Aktivierung läuft in zwei Schritten ab. Die Proteinkinase B bindet mit ihrer 
N-terminalen  PH  domain an  membranständige  phosphorylierte  Phosphoino-
sitide, die durch die aktivierte PI3-Kinase produziert werden (Franke et al. 1997, 
Stokoe  et  al.  1997).  PtdIns(3,4,5)P3 oder  PtdIns(3,4)P2 aktivieren  die  PH-
Domäne  dabei mit  der größten Affinität. Dadurch erfolgt die Verlagerung zur 
Zellmembran,  es  findet  jedoch  noch  keine  Aktivierung  der  Proteinkinase-
Aktivität  statt.  Durch  die  Bindung  der  PH-Domäne  geht  die  PKB  eine 
Konformationsänderung ein, wodurch die Phosphorylierung an Thr308 und Ser473 
ermöglicht wird. Für die volle Aktivierung müssen beide dieser Aminosäuren der 
PKBα phosphoryliert werden, Thr308 in der Kinase-Domäne und Ser473 in der C-
terminalen  Region.  Geschieht  dies  nur  an  Thr308,  findet  nur  eine  partielle 
Aktivierung  statt,  während  eine  alleinige  Phosphorylierung  an  Ser473 keine 
Steigerung  der  Aktivität  nach  sich  zieht  (Song  et  al.  2005).  Die 
Phosphorylierung  an  Thr308 geschieht  durch  die  Phosphoinsitide  dependent 
kinase 1 (PDK-1). Dabei handelt es sich um eine 63 kDa große Ser/Thr-Kinase 
mit einer C-terminalen PH-Domäne und einer N-terminalen Kinase-Domäne, die 
ubiquitär  in  menschlichen  Geweben  vorkommt  (Vanhaesebroeck  und  Alessi
2000). Durch die spezifische Bindung von Produkten der PI3-Kinase an der PH-
Domäne aktiviert, phosphoryliert PDK-1 die Proteinkinase B an Thr308. Daneben 
phosphoryliert  PDK-1  eine  Reihe  weiterer  Proteine  wie  Proteinkinasen der 
Klasse A, PKCα, βI, βII, γ und ζ sowie die p70-S6-Kinase (Belham et al. 1999). 
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Auch die PH-Domäne der PDK-1 bindet PtdIns(3,4,5)P3 oder PtdIns(3,4)P2 mit 
größerer  Affinität  als  andere  Phosphoinositide  (Vanhaesebroeck  und  Alessi
2000).
Die  Phosphorylierung  der  Proteinkinase B  an  Ser473 hingegen  ist  nicht  voll-
ständig geklärt  und wird  kontrovers  diskutiert.  Mögliche Aktivatoren sind die 
PDK-1, eine andere Isoform (PDK-2) oder eine Autophosphorylierung durch die 
PKB (Song et al. 2005). Möglicherweise ist auch eine weitere Proteinkinase, die 
integrin-linked kinase (ILK),  daran beteiligt  (Lynch et al.  1999,  Persad et al.
2001).
Neben der PI3K der Klasse I kann die PKB auch auf anderen Wegen aktiviert 
werden,  hauptsächlich  durch  cAMP-erhöhende  Stoffe  wie  Forskolin,  chloro-
phenylthio-cAMP, Prostaglandin-E1,  und 8-bromo-cAMP. Dabei  wird  die  PH- 
Domäne nicht mit einbezogen, sondern die PKB an Thr308 phosphoryliert, was 
durch die Proteinkinase A induziert wird (Filippa et al. 1999). 
 1.4.3 Glukosestoffwechsel
Die  Proteinkinase B  ist  für  die  Wirkung  von  Insulin  auf  den  Glukose-Stoff-
wechsel der Säugetier-Zelle von zentraler Bedeutung (Saltiel und Kahn 2001). 
Die Aktivierung der Achse  Insulin-Rezeptor – IRS-1/IRS-2 – PI3-Kinase – PKB 
ist  der  wichtigste  Signaltransduktionsweg,  der  nach  Aktivierung  des  Insulin-
Rezeptors  den  Transfer  des  Glukose-Transporters 4  (GLUT4)  von  intra-
zellulären  Kompartimenten  zur  Zellmembran  initiiert,  wodurch  die  Glukose-
Aufnahme in die Zelle stattfinden kann (Kohn et al. 1996,  Lizcano und Alessi
2002). Der genaue Mechanismus ist nicht vollständig geklärt. Möglicherweise 
beteiligt  ist  das  PKB-aktivierte  Protein  AS160  und/oder  die  FYVE  domain-
containing PtdIns3P 5 Kinase  (PIKfyve;  Ishiki  und  Klip  2005,  Berwick  et  al.
2004).
Der  GLUT4-Transfer  ist  weiterhin  durch  die  ebenfalls  PI3K/PDK-aktivierten 
Proteinkinase-C-Isoformen γ und ζ sowie über das PI3K-unabhängig aktivierte 
Cbl-assoziierte  Protein und die  kleine Rho-Kinase TC10 möglich (Khan und
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Pessin 2002). Als weitere Wirkung des Insulins bewirkt die PKB einen Anstieg 
der Glykogen-Synthese in der Säugetierzelle. Nach der Aktivierung phospho-
ryliert  und inaktiviert  die  PKB die  Glykogen-Synthase-Kinase 3  (GSK-3),  die 
daraufhin  die  Glykogen-Synthase  nicht  mehr  phosphoryliert  und  damit  nicht 
mehr inhibiert. Dadurch nimmt deren Aktivitätszustand zu und es wird vermehrt 
Glykogen gebildet. Über die Phosphorylierung und Hemmung der GSK-3 wird 
auch eine metabolische Regulierung der Apoptose vermittelt (Cross et al. 1995, 
van Weeren et al. 1998, Summers et al. 1999).
 1.4.4 Zellproliferation und Wachstum
Die Familie der S6-Kinasen ist für Zellwachstum und Proliferation wichtig, sie 
bewirken eine generelle  Aktivierung des ribosomalen Biosynthese-Apparates 
und damit eine verstärke Proteinsynthese, was Voraussetzung für den Progress 
des Zellzyklus ist (Dufner und Thomas 1999,  Kozma und Thomas 2002). Die 
p70-S6-Kinase  und  die  p85-S6-Kinase,  benannt  nach  ihrer  Molekülgröße, 
werden auch unter der Bezeichnung S6K1 zusammengefasst. Diese Kinasen 
sind für die Translation einer bestimmten Familie mRNAs verantwortlich, der 
5'TOP-mRNAs,  die  die  Komponenten  des  Translationsapparates  wie 
ribosomale  Proteine  und  Translations-Elongations-Faktoren  kodieren,  die  für 
Zellwachstum und Proliferation essenziell sind. Diese Regulierung erfolgt über 
die multiple Phosphorylierung des  40S-ribosomalen Proteins S6.  Als weitere 
Funktionen der S6-Kinasen sind eine Inaktivierung des BAD-Proteins und eine 
Rolle bei  der  Regulierung der  Zellmotilität  beschrieben (Harada et  al.  2001, 
Berven und Crouch 2000).  Die Aktivierung und Regulierung der S6-Kinasen ist 
komplex (Pullen und Thomas 1997,  Weng et al.  1998).  Wichtige Aktivatoren 
sind  mammalian target  of rapamycin  (mTOR;  Asnaghi  et  al.  2004,  Xu et  al.
2004) und als PI3K-Effektoren PDK-1 (Pullen et al. 1998) und PKC-Isoformen 
(Romanelli et al. 1999).
Glykogen-Synthase-Kinase 3 spielt neben seiner metabolischen Aktivität (siehe 
S. 14) auch eine Rolle in der Zellzyklusregulation. Durch die Phosphorylierung 
von Cyklin D wird dieses degradiert, wodurch eine Zellzyklusprogression ver-
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hindert  wird  (Diehl  et  al.  1998,  Muise-Helmericks  et  al.  1998).  Durch  die 
inhibierende Phosphorylierung der GSK-3 wirkt  die PKB somit  proliferations-
fördernd.  GSK-3  phosphoryliert  weiterhin  β-Catenin,  das  dadurch  stabilisiert 
und in den Zellkern verlagert wird, wo es die Transkription verschiedener Gene, 
darunter Cyklin D, induziert, was eine Phosphorylierung und Inhibierung von Rb 
und dadurch eine Zellzyklusprogression bewirkt. Daneben interagiert p85α auch 
direkt mit β-Catenin (Espada et al. 2005). Eine ähnliche Wirkung ist durch die 
Phosphorylierung von  p27Kip1  beschrieben (Liang et  al.  2002,  Viglietto  et  al.
2002, Shin et al. 2002).
Durch Phosphorylierung verhindert die Proteinkinase B auch den Eintritt  von 
p21Kip1/WAF in den Zellkern und hemmt dadurch dessen antiproliferative Wirkung 
(Zhou et al. 2002).
 1.4.5 Apoptose
Die Proteinkinase B hat einen anti-apoptotischen Effekt und bewirkt damit eine 
Verzögerung  des  Zelltodes  und  ein  längeres  Überleben  der  Zelle.  Das 
geschieht  auf  vielfältige  Art  durch  die  Phosphorylierung  verschiedener 
Downstream-Effektoren und ist nicht in allen Details bekannt (Coffer et al. 1998, 
Vanhaesebroeck und Alessi 2000, Song et al. 2005).
Ein wichtiges Ziel ist dabei das BAD-Protein (Bcl-2/Bcl-XL-Antagonist,  causing 
cell Death), das Heterodimere mit Bcl-2 und Bcl-XL bildet. Wenn es durch die 
PKB an Ser112 oder Ser136 phosphoryliert und damit inaktiviert wird, kann es mit 
diesen  nicht  länger  interagieren,  dadurch  können  Bcl-2  und  Bcl-XL  anti-
apoptotisch wirksam werden. Bcl-2 wird auch durch cAMP response element-
binding  protein  (CREB)  aktiviert,  einem weiteren  Ziel  der  PKB (Datta  et  al.
1997).
Caspase 9 ist eine Protease, die für die Initiierung und für spätere Stadien der 
Apoptose unerlässlich ist.  Menschliche Caspase 9 wird durch PKB phospho-
ryliert und damit inhibiert (Cardone et al. 1998).
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Weitere  Ziele  der  PKB  sind  drei  Mitglieder  der  Forkhead-Transkription-
Faktoren-Familie, FHKR, FKHRL1 und AFX (Brunet et al. 1999, Brownawell et
al. 2001). An mindestens drei Abschnitten phosphoryliert, interagieren diese im 
Zytosol  mit  14-3-3-Proteinen  und  verhindern,  dass  diese  im  Nukleus  ihre 
proapoptotischen Ziel-Gene transkribieren (Nakamura et al. 2000).
Die  Proteinkinase B aktiviert  weiterhin  indirekt  die  Stress-aktivierten  Protein-
kinase (SAPK), die aus den beiden Gruppen der JNK und p38 MAPK besteht. 
Dies  geschieht  über  Interaktionen  mit  den  SAPK-Aktivatoren  ASK1,  MLK3 
sowie SEK1 und bewirkt eine Inhibition der Apoptose  (Song et al. 2005). 
PKB  aktiviert  daneben  IκB-Kinasen  (IKKs),  was  den  Effekt  hat,  dass  der 
Transkriptionsfaktor  NfκB  im  Nukleus  die  Produktion  von  anti-apoptotischen 
Proteinen wie  die  inhibitor of apoptosis-(IOA)-Proteine  cIAP1 und c-IAP2 be-
wirkt. Der genaue Mechanismus der IKK-Aktivierung durch die PKB ist unklar 
(Kane et al. 1999).
Weitere Mechanismen, durch die die PKB antiapoptotisch wirksam ist, sind die 
Aktivierung von Mdm2, welches wiederum p53 hemmt sowie die Inhibierung 
von YAP (Yes associated protein), das über das Protein Bax proapoptotische 




Aufgrund der vielfältigen Funktionen für Entwicklung und Überleben der Zelle 
war die PI3-Kinase Gegenstand vieler Untersuchungen. Der Schwerpunkt lag 
dabei vornehmlich auf den katalytischen Untereinheiten sowie auf den größeren 
Untereinheiten p85α und p85β.  Über  die kleineren Untereinheiten p50α und 
p55α  ist  weit  weniger  bekannt.  Diese  Arbeit  soll  die  Funktionen  der  drei 
regulatorischen Untereinheiten in den β-Zellen des Pankreas untersuchen und 
vergleichen  sowie  den  Ergebnissen  anderer  Arbeiten  gegenüberstellen.  Als 
Zellmodell dient dabei die Ratten-β-Zelllinie INS-1E.
Folgende Aspekte sollen untersucht werden:
– Wie ist die Verteilung der Untereinheiten der PI3-Kinase in β-Zellen?
– Welche Funktionen haben die regulatorischen Untereinheiten der PI3-
Kinase in der untergeordneten Signaltransduktion der β-Zelle? Dazu sollen 
Veränderungen auf der Ebene dieser Enzyme, abhängig von differenzierter 
Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten, mittels adenoviralen 
Gentransfers untersucht werden. Diese Veränderungen sollen auf der 
Ebene der Proteinkinase B sowie untergeordneter Signalwege dargestellt 
werden. Auch die Auswirkungen einer Reduzierung der regulatorischen 
Untereinheit p85α durch RNA-Interferenz soll untersucht werden. Weiter 
sollen die Wirkungen einer Stimulation mit Glukose und IGF auf Zellen mit 
über- oder unterexprimierten Untereinheiten betrachtet werden.
– Welche  Funktionen  haben  die  regulatorischen  Untereinheiten  bei  Pro-
liferation und Zellzyklusregulation? Dazu sollen die  Auswirkungen der  im 
vorherigen  Schritt  beobachteten  Veränderungen  von  Über und  Unter-
exprimierung der regulatorischen Untereinheiten auf den Zellzyklus unter-
sucht werden.
– Welche Rolle haben die regulatorischen Untereinheiten auf die Kinase-
Aktivität der PI3-Kinase? Dies soll mit Hilfe eines PI3-Kinase-Assays nach 
differenzierter Unter- oder Überexprimierung untersucht werden.
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 2. Materialien und Methoden
 2.1 Materialien
 2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial
Rekombinantes  IGF-1  wurde von  AF Schuetzdeller  (Tübingen,  Deutschland) 
geliefert.  ECL (ECL western blotting detection reagents) und Filme (hyperfilm) 
kamen von Amersham Biosciences (Uppsala,  Schweden). Ciprobay 200 mg 
wurde als Ciprofloxacin von Bayer (Leverkusen, Deutschland) bezogen.  Bio-
Rad (München, Deutschland) lieferte siLentFect Transfektionsreagenz, Protein-
Assay und Broad-Range-Marker für Western blots. RMPI-1640-Medium wurde 
sowohl von Biowest (Nuaillé, Frankreich) als auch von Biowhitacker (Verviers, 
Belgien)  bezogen,  von  letzteren  auch  Trypsin.  Eastman  Kodak  Company 
(Rochester,  USA)  lieferte  Kodak  X-OMAT-AR-Filme.  Pipettenspitzen  10–
1000 µl  kamen  von  Eppendorf  (Hamburg,  Deutschland).  Gibco  (Karlsruhe, 
Deutschland) lieferte 2-Mercaptoethanol und Fötales Kälberserum (FCS).
Zellkultur-Pipetten, Zellkulturflaschen, Zellschaber stammten von Greiner bio-
one  (Frickenheim,  Deutschland).  Merck  (Darmstadt,  Deutschland)  lieferte 
Silica-Gel-Dünnschichtchromatographie-Platten, Methanol, 1N-Salzsäure sowie 
Chloroform.  Zellkultur-Pipetten,  Falcon-Tubes,  6/12/24/96-wells,  10/20cm 
Petrischalen  wurden  von  NUNC  Brand  (Roskilde,  Dänemark)  bezogen. 
Natriumpyruvat  und  HEPES-Puffer  von  PAA Laboratories  (Linz,  Österreich). 
RMPI-1640-Medium  ohne  Glukose  war  von  PAN  Biotech  (Aidenbach, 
Deutschland).  Pierce  (Rockford,  USA)  lieferte  ECL  (super  signal  west  dura 
extended duration  substrate).  Die  siRNA gegen p85α stammte von  Upstate 
Biotechnology  (Lake  Placid,  USA).  Roth  (Karlsruhe,  Deutschland)  lieferte 
Milchpulver, Ethanol, Retiphorese-Acrylamidlösung, Tris-Base, Tris-HCl.
Eppendorf-Cups  kamen  weiterhin  von  Sarstedt  (Nürbrecht,  Deutschland). 
Schleicher  und  Schuell  (Dassel,  Deutschland)  lieferten  Nitrocellulose 
Membranen (Optitran BA-S85). Von SERVA (Heidelberg, Deutschland) kamen 
Towbin-buffer und SDS. Sigma Chemical Co (St. Louis, USA) lieferte Dimethyl-
sulfoxid (DMSO), Tween 20, Triton x-100, Glycerol, Orthovanadat, Bromphenol-
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blau, Aprotinin und Leupeptin.
Cell signaling (Beverly, USA) lieferte Antikörper gegen Akt, phospho-Akt, GSK3, 
phospho-GSK3,  p70s6-Kinase,  phospho-p70s6-Kinase,  S6-ribosomales  Pro-
tein,  phospho-s6-RP  sowie  anti-Mouse  und  anti-Rabbit-Zweitantikörper.  Von 
Upstate Biotechnology (Lake Placid, USA) waren unspezifische Kontroll-siRNA 
sowie Antikörper gegen p85α.
Von Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA) wurden Antikörper gegen 
Hämagglutinin  (HA),  β-Aktin,  Akt,  phospho-Akt,  β-catenin,  phospho-β-catenin 
sowie anti-Goat-Zweitantikörper bezogen.
Der  Antikörper  (Clone  B6)  zur  Detektion  der  Adenoviren  ist  gegen  das 
DNA-binding protein  gerichtet (Reich et al. 1983). Er wurde freundlicherweise 
von German Horn, Institut für Virologie, zur Verfügung gestellt.
 2.1.2 Zusammensetzung der Reagenzien
Die  Zusammensetzung  von  Zellkulturmedium  (RPMI-1640  mit  L-Glutamin), 
Stimulationsmedium, Lysis-Puffer, TBS-T (tris buffered saline with tween)  PBS 
(phosphate buffered saline), Brattford-Lösung, SDS-Laufpuffer, Transferpuffer, 
Trenngelpuffer,  Trenngellösung, Sammelgelpuffer,  Sammelgellösung, Lämmli-





Als Modell für eine β-Zell-Linie dienten die Insulinomazellen INS-1E  aus dem 
Pankreas der Ratte. Die INS-1E-Zellen stammten von Prof. Dr. Claes Wollheim, 
Départment de Medicine, Division de Biochimie clinique, Université de Genève 
(Schweiz). In den Experimenten wurden, soweit nicht anders angegeben, die 
Passagen 87-100 genutzt. Die Viruspräparation der Adenoviren wurde mit der 
Zelllinie HEK-293 durchgeführt.
Charakteristika der INS-1 Zelllinie
Die INS-1-Zelllinie wurde 1992 von Wollheim et al. aus einem Röntgenstrahlen-
induziertem Insulinom einer Ratte isoliert und charakterisiert (Asfari et al. 1992). 
INS-1-Zellen zeigen eine für  Peptid-produzierende Zellen typische ultrastruk-
turelle  Organisation.  Mittels  Immunfluoreszenz-Färbung  mit  entsprechenden 
Antikörpern  lässt  sich  zeigen,  dass  die  Zellen  Insulin  in  sekretorischen  β-
Granula  beinhalten,  jedoch  keins  der  anderen  Insel-Hormone  Glukagon, 
Somatostatin  oder  pankreatisches  Polypeptid.  Die  sekretorischen  Granula 
zeigen dabei morphologisch ein sehr variables Bild, das nur teilweise mit der 
typischen  Struktur  einer  normalen  insulin-produzierenden  β-Zelle  mit  einem 
dichten Kern und einem peripheren klaren Hof übereinstimmt. Wie für native β-
Zellen  beschrieben,  reagieren  auch  INS-1-Zellen  mit  den  monoklonalen 
Antikörpern A2B5 und R2D6, die beide gegen Ganglioside der Zelloberfläche 
gerichtet sind. Das kontinuierliche Wachstum und die stabile Insulin-Sekretion 
der  INS-1  Zellen  ist  2-Mercaptoethanol-abhängig.  Diskutierte  Mechanismen 
sind  die  Erhöhung  des  intrazellulären  Glutathion-Gehaltes,  Eingriffe  in  den 
Zellstoffwechsel,  die  Expression  von  Onkogenen  oder  die  Aktivierung  von 
Wachstumsfaktoren-Rezeptoren (Asfari et al. 1992).
Da die INS-1 Zellen eine nicht-klonale Zelllinie sind, zeigte sich eine begrenzte 
Stabilität  der  beschriebenen Eigenschaften und Diskrepanzen in  den Ergeb-
nissen verschiedener  Arbeitsgruppen.  Die Wollheim-Gruppe isolierte  deshalb 
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anhand von Insulin-Gehalt und sekretorischer Antwort auf Glukose aus der INS-
1-Linie  die  klonale  Zelllinie  INS-1E.  Diese  unterscheidet  sich  in  ihren 
Eigenschaft wenig von der INS-1 Linie, ist aber auch nach 116 Passagen in 
ihren Eigenschaften stabil (Merglen et al. 2003). 
Der durchschnittliche Insulingehalt der INS-1E-Zellen beträgt 2.3 ± 0.11 µg/106 
Zellen, was etwa 10 % des Gehalts von natürlichen β-Zellen entspricht. Durch 
Glukosekonzentrationen  von  2.5  bis  15 mM  lässt  dich  die  Insulinsekretion 
zunehmend bis auf das maximal 6.2fache (bei 15 mM) steigern. Die INS-1E 
Zellen weisen bezüglich der Sekretion β-Zell-typische Eigenschaften auf. Sie 
reagieren  auf  Sulfonylharnstoffe  weniger  als  auf  hohe  Glukose-Konzen-
trationen,  was  sich  durch  den  „amplifying  pathway“  (nicht-KATP -abhängige 
Aktivierung)  erklärt.  In  der  Gegenwart  von  Forskolin  und  PDE-Hemmstoffen 
zeigt  sich  eine  erhöhte  Glukosesensitivität  (Asfari  et  al.  1992).  Die  stim-
ulatorisch wirkenden Substanzen Leucin, Arginin, Kaliumchlorid und die Hemm-
stoffe Somatostatin, Adrenalin und Diazoxid zeigen ebenfalls einen Effekt auf 
die Insulin-Sekretion.
Die  intrazelluläre  NAD(P)H-  und  ATP-Produktion  und  elektrophysiologische 
Eigenschaften  wie  der  Schluss  der  KATP-Kanäle  und  die  darauf  folgende 
Depolarisation der Zellmembran durch Öffnung von Ca++-Kanälen, der Anstieg 
von Kalzium im Zytoplasma und die nachfolgende β-Granula-Exozytose sind 
vergleichbar  mit  nativen  β-Zellen.  Unterschiede  zeigen  sich  in  einem  über-
höhten Aktionspotential und β-Zell-untypischen Sekretionsmustern (Merglen et
al. 2003).
Kulturbedingungen
Die  Zellen  wurden  in  wasserdampfgesättigter  Atmosphäre  und  einem  CO2-
Gehalt von 5 % bei 37° C im Brutschrank gehalten. Als Nährmedium diente das 
Medium  RMPI-1640  mit  L-Glutamin.  Es  enthielt  zusätzlich  10 %  fötales 
Kälberserum (FCS), 10 mM HEPES, 1 mM Natriumpyruvat, 50 µM β-Mercapto-
ethanol, 1 % Ciprofloxacin (Ciprobay 200,  Bayer) sowie 2 mg/ml Glukose.
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Die Zellen wurden etwa einmal pro Woche passagiert. Dabei wurde als erster 
Schritt  das  Medium entfernt.  Mittlere  Kulturflaschen wurden mit  2 ml,  große 
Flaschen  mit  3 ml  Trypsin  für  mehrere  Minuten  im  Brutschrank  zwischen-
inkubiert. Wenn die Zellen sich dann vom Untergrund der Flasche gelöst hatten, 
wurden  sie  mit  frischem,  warmen  Medium  resuspendiert  und  in  der  ge-
wünschten Menge in eine oder mehrere Flaschen überführt. Falls die Zellen für 
Experimente auf Platten ausgesät werden sollten, wurde vorher mit Hilfe einer 
Neubauer-Zählkammer die Zellmenge ausgezählt. Dazu wurden die abgelösten 
Zellen  in  Medium bei  1200 U/min  fünf  Minuten  abzentrifugiert,  das  Medium 
entfernt  und  das  verbleibende  Zellpellet  in  10 ml  frischem  Medium  resus-
pendiert.  Von  dieser  Lösung  wurden  eine  1:10  Verdünnung  mit  PBS 
(phosphate buffered saline)  hergestellt.  Unter  dem  Mikroskop  wurden  die 
Zellzahl dieser Verdünnung im Raster der Zählplatte vierfach ausgezählt und 
die  Konzentration  der  Zellsuspension  ermittelt,  indem  mit  dem  Ver-
dünnungsfaktor (10) und dem Zählkammerfaktor (10.000) multipliziert wurde.
Für  die  Durchführung der  Experimente  wurden die  INS-1E Zellen  in  6-well-
Platten mit einer Konzentration von 1 Mio. Zellen pro well ausgesät. Nach 2–3 
Tagen Kultivierung in 2 ml Medium pro well war dann eine Konfluenz von 60–
70 % erreicht, bei der die Experimente durchgeführt wurden.
 
Lysieren der Zellen
Zum Lysieren wurde das Medium abgesaugt,  pro Schale 100–500 µl  Lysis-
Puffer auf die Zellen gegeben, nach kurzem Einwirken mit einem Schaber von 
der Platte gelöst und in einen Eppendorf-Cup überführt. Das Lysat wurde für 15 
Sekunden sonifiziert  und anschließend die Zelltrümmer bei 12.000 U/min für 
fünf Minuten abzentrifugiert.
Um die Vergleichbarkeit der späteren Ergebnisse zu gewährleisten, wurden die 
Proben  auf  die  gleiche  Proteinkonzentration  eingestellt,  standardmäßig  auf 
2 µg  Protein/µl.  Dazu  wurde  eine  Proteinbestimmung  nach  Brattford  durch-
geführt.  In einer 96-well-Platte wurden pro well  250 µl  Brattford-Lösung vor-
gelegt und in Doppelbestimmung eine Standardreihe mit BSA (bovines Serum-
Albumin, 1 µg/µl)  mit  0,  1 µg,  2 µg,  4 µg,  6 µg  und 8 µg pipettiert.  Von den 
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Lysaten  wurden  in  Doppelbestimmung  jeweils  2 µl  pro  well  verwendet.  Die 
Blaufärbung der Brattford-Lösung wurde im Photometer bei einer Wellenlänge 
von 570 nm gemessen, die Werte in eine Software-Tabelle übertragen und die 
Konzentration  der  Proben  durch  Extrapolierung  anhand  der  Standard-Reihe 
berechnet.
Mit  Aqua  dest.  konnten  die  Proben  dann  auf  die  gleiche  Konzentration 
eingestellt  werden.  Anschließend  wurden  sie  mit  Lämmli-Reagenz  in  einer 
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) weiterverarbeitet oder bei -20 °C eingefroren.
Einfrieren und Lagerung der Zellen 
Die INS-1E Zellen  wurden zum Einfrieren mit  Trypsin  von der  Kulturflasche 
gelöst und mit etwas Medium bei 1200 U/min abzentrifugiert. Das verbleibende 
Pellet mit den Zellen wurde dann vorsichtig in FCS (fötales Kälberserum) mit 
einem Zusatz von  5 % DMSO (Dimethyl-Sulfoxid) resuspendiert.  Je 1 ml der 
Suspension  wurden  in  entsprechenden  Einfrier-Cups  in  einem  speziellen 
Einfrierbehältnis  (Nalgene Cryo 1 °C freezing container), das  ein  kontinuier-
liches Temperaturabsinken gewährleistete, in einem Gefrierschrank bei -80 °C 
eingefroren.  Am  folgenden  Tag  wurden  die  Proben  dann  zur  langfristigen 
Lagerung  in  einen  Stickstofftank  (-180 °C)  überführt.  Durch  diese  Art  der 
Lagerung konnten mehrfach gleiche Passagen der Zellen wieder aufgetaut und 
für die Wiederholung einzelne Experimente verwendet werden.
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 2.2.2 Stimulation 
Für  verschiedene  Versuche  wurden  die  Zellen  stimuliert.  Dafür  wurde  acht 
Stunden vor der Stimulation das Nährmedium durch ein Stimulationsmedium 
(„Hungermedium“) ersetzt. Dieses enthielt  kein Serum (FCS), sonst aber alle 
Zusätze des Normalmediums. In zwei Versuchsreihen wurde Glukose in Kon-
zentrationen von 2,5 mmol/l  (45 mg/dl)  und 15 mmol/l  (270 mg/dl)  eingesetzt. 
Nach  sieben Stunden  wurde  das  Hungermedium  nochmals  gewechselt. 
Stimuliert wurde mit 10 nM IGF-1 (insulin-like growth factor 1) für 10 Minuten 
und  mit  50 µM Forskolin  für  60 Minuten.  Nicht-stimulierte  Kontrollen  wurden 
mitgeführt.
 2.2.3 Adenoviraler Gentransfer
Adenoviren
Die Adenoviren waren von  Ueki et al.  (2002) durch das Einfügen von p50α-, 
p55α-,  und  p85α-cDNA  sowie  Influenza-Virus-Hämagglutinin-cDNA  in  die 
swa-I site der  pAdex1CAwt-Cosmid-Kassette  von  Adenoviren  hergestellt 
worden  (Adex1CAp85a-HA,  Adex1CAAS53-HA,  und  Adex1CAp50a-HA).  Als 
Kontrolle diente ein Virus mit eingefügter β-Galactosidase-cDNA (LacZ, Miyake
et al. 1996, Ueki et al. 2002).
Infektion der INS-1E-Zellen
Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 60 %–80 % in serumfreiem Medium 
infiziert. Die multiplicity of infection (MOI) betrug dabei je nach Versuch ca. 20-
100. Nach zwei Stunden wurde ein Mediumwechsel auf Normalmedium durch-
geführt. Eine erfolgreiche Infektion der Zellen äußerte sich in einer Veränderung 
der  Morphologie,  wobei  die  Zellen  ihre  unregelmäßige  Form  verloren  und 
annähernd rund wurden (Abb.  5).  Nach 48–72h wurden die Zellen entweder 
direkt  lysiert  oder  zuerst  mit  serumfreiem  Medium  bei  definierten 
Glukosekonzentrationen  für  weitere  acht  Stunden  „gehungert“  und  dann 
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stimuliert. Die Zellen wurden dann mit einem weichen Schaber von der Platte 
gelöst  und  mit  etwas  PBS  (1x)  in  ein  Falcon-Tube  pipettiert.  Durch 
Zentrifugation  bei  1000 U/min  wurden  sie  als  Zellpad  konzentriert.  Dieses 
wurde  dann  in  neuem  PBS  resuspendiert.  Die  Lyse  der  Zellen  fand  durch 
wiederholtes  Einfrieren  in  flüssigen  Stickstoff  und  Wiederauftauen  statt.  Die 
festen Bestandteile wurden  durch Zentrifugieren bei 6000 U/min entfernt.
Virusvermehrung
Zur Vermehrung der Viren wurden HEK-293-Zellen benutzt, die aus mensch-
lichem Pankreastumorgewebe stammen.
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Abbildung 5: Lichtmikroskopische Darstellung der INS1E-Zellkultur, 200fache Vergrößerungen. 
A. Inkubation in Normalserum, 70%ige Konfluenz. B. Änderungen der Zellmorphologie nach 
einer Inkubationsdauer von 24 h nach Transfektion mit p50α-exprimierenden Adenoviren. Die 
Zellen zeigen eine eine deutlich rundlichere Form und Abgrenzung untereinander. 
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 2.2.4 RNA-Interferenz
Das Phänomen, dass sich nach dem Einbringen eines Gens in eine Zelle das 
eingebrachte und das homologe Gen gegenseitig unterdrücken, wird als post-
transcriptional gene silencing (PTGS)  bezeichnet.  RNA-Interferenz  ist  eine 
spezielle Form der PTGS, bei der ein Gen durch kleine RNA-Sequenzen aus-
geschaltet wird bzw. die Transkription und Translation in das von diesem Gen 
kodierte  Protein  verhindert  wird.  Dieser  Zustand  ist  transient  und  hält  nur 
wenige  Tage  an.  Dabei  wird  doppelsträngige  RNA  (dsRNA)  durch  ein 
zytoplasmatisches Enzym,  Dicer, in kleine Stücke zerteilt, den siRNAs (small  
interfering RNA).  Es  handelt  sich  dabei  um zwei  21-Nukleotide  lange  Frag-
mente,  die  mit  19  Nukleotiden komplementär  sind  und einen verschobenen 
Doppelstrang bilden, so dass an den 3'-Enden zwei ungepaarte Basen über-
stehen.  Die  siRNA  wird  in  den  RNA-Protein-Komplex  RISC  (RNA-induced 
silencing complex) eingebaut. Dieser entfernt zuerst den sense-Strang, der die 
selbe  Sequenz  wie  das  Ziel-Gen  hat,  von  der  siRNA.  In  Säugetieren  und 
Fruchtfliegen  bindet  der  siRNA-RISC-Komplex  mittels  der  Sequenz  des 
antisense-Stranges  an  die  komplementäre  Ziel-mRNA  und  zerschneidet  sie 
etwa  zwölf  Basenpaare  vom  3'-Ende  der  siRNA  entfernt.  Ohne  die  siRNA 
fehlen dem RISC sequenzspezifische mRNA-Bindungseigenschaften. Durch die 
Zerstörung der mRNA kann keine Translation in ein Protein stattfinden,  das 
Gen, das die mRNA produziert, ist  funktionell ausgeschaltet (gene silencing).
Wir setzten eine Kombination von drei siRNAs ein, die von der Firma Qiagen 
produziert worden waren, mit folgenden Primärsequenzen (sense strand):
siRNA-p85α-1: r(GCU CAU UAG GUC GCC UAA U)dTdT
siRNA-p85α-2: r(GAG CCC UCU CUG AAA UUU U)dTdT
siRNA-p85α-3: r(GCG GUA GAG CUU UUA AUC U)dTdT
Zur  Durchführung wurde eine  Stunde vor  der  Transfektion das Medium der 
Zellen gewechselt. Transfiziert wurden typischerweise 6-well-Platten bei einer 
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Konfluenz von 60–70 %. Pro well wurden je 10 µl der siRNA-Lösung (20 µM) in 
300 µl  serumfreiem  Medium  und  6 ml  SiLentFect™-Transfektionsreagenz  in 
weiteren 300 µl serumfreiem Medium angesetzt. Anschließend inkubierten die 
Proben  20 min  bei  Raumtemperatur,  wobei  sich  die  Transfektionskomplexe 
bildeten.
Dieser Ansatz wurde zu den Zellen gegeben und ergab eine Konzentration der 
siRNA von  100 nM.  Für  eine  Konzentration  von  200 nM (50 nM)  wurde die 
doppelte  (halbe)  Menge  an  siRNA und  SiLentFect  eingesetzt.  Als  Kontrolle 
wurden 6-well-Platten mit  unspezifischer  siRNA (Upstate Biotechnology)  und 
solche ohne siRNA parallel inkubiert. Nach 48 h wurden die Zellen für 8 h auf 
Hungermedium umgesetzt, je nach Versuch gegebenenfalls stimuliert und dann 
lysiert.
 2.2.5 FACS-Zellzyklusanalyse
In der Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) werden 
in einer Lösung befindliche Zellen durch eine Kapillare gesaugt und passieren 
im  Sensormodul  einzeln  einen  Laserstrahl.  Dabei  emittiert  die  vorher  ent-
sprechend gefärbte Zelle Streulicht und Fluoreszenzimpulse, woraus  Aussagen 
zum DNA-Gehalt der Zelle ableiten werden können.
Wir  untersuchten  anhand  anhand  der  Parameter  Vorwärtsstreulicht (FSC, 
forward scatter) und Seitwärtsstreulicht (SSC, side scatter) die DNA-Menge im 
Zellkern. Da die Zellen in der Ruhe-Phase (G1) einen einfachen DNA-Menge, in 
der  Synthese-Phase (S) zunehmend mehr und kurz vor der Zellteilung (G2) 
einen doppelten DNA-Gehalt aufweisen, lässt sich die Menge der Zellen in den 
jeweiligen Phasen quantitativ bestimmen.
Zur Durchführung wurde das Nährmedium wurde von den Zellen abgesaugt 
und diese mit 2 ml PBS einmal gespült, danach mit 0.5 ml Trypsin über mehrere 
Minuten  inkubiert  und einem Zellschaber  vorsichtig  vom Boden  des  6-wells 
gelöst und mit 1 ml frischem Medium in ein 15 ml-Falcon-Tube überführt, die 
Platte  nochmal  mit  2 ml  PBS  gespült,  das  ebenfalls  in  das  Falcon-Tube 
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übernommen wurde. Die Zellen wurden dann bei 1200 U/min über fünf Minuten 
abzentrifugiert,  das  Medium  entfernt  und  die  Zellen  in  250 µl  PBS  re-
suspendiert. Zur Fixierung wurden die suspendierten Zellen unter Schütteln in 
2 ml eiskaltes Ethanol (70 %) eingeträufelt. Über einen Filter wurden sie in ein 
FACS-Röhrchen  pipettiert,  10  Minuten  bei  3000 U/min  zentrifugiert,  der 
Ethanol-Überstand abgenommen und die Zellen in 2 ml Färbepuffer (staining 
buffer)  (400 µl  PI  (1 mg/ml),  32 µl  DNAse-freie  RNAse,  eine  Spatelspitze 
Glukose, 8 ml Aqua dest.) resuspendiert. In diesem inkubierten die Zellen dann 
zwei  Stunden  bei  Raumtemperatur  in  Dunkelheit,  bevor  die  FACS-Analyse 
durchgeführt wurde.
 
Parameter des FACS-Gerätes (Firma Becton-Dickinson): 






Abbildung 6: grafische Darstellung einer FACS-Zellzyklusanalyse von 
INS1E-Zellen, inkubiert in Normalserum
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 2.2.6 Immunopräzipitation
Mittels einer Immunopräzipitation (IP) kann man mit Hilfe eines Antikörpers ein 
spezielles  Protein  aus  einem  Lysat isolieren.  Dabei  bindet  das  gewünschte 
Antigen an  dem Antikörper,  der  wiederum an Protein  G-Agarose-Kügelchen 
haftet. Die restlichen, unerwünschten Proteine werden dann mit zwei Wasch-
gängen entfernt.  Das isolierte  Protein  kann man dann in  einem  Immunoblot 
oder, falls man einen Antikörper gegen eine Kinase benutzt, in einem Kinase-
Assay weiter verwenden.
Pro  Immunopräzipitation  wurden  nach  Brattford-Proteinbestimmung  Zelllysat 
mit 500-1500 µg Protein,  40 µl Protein G-Agarose und 5 µg Antikörper (bzw. 
abweichend bei anderer Herstellerangabe) angesetzt. Mit Lysisbuffer wurde auf 
500 µl  Volumen  aufgefüllt  und  bei  4 °C  für  mindestens  12 h  inkubiert. Dies 
geschah im  Rotator bei ständiger Umwälzung. Der Niederschlag nach  Zentri-
fugation wurde zwei mal mit eiskaltem Lysispuffer gewaschen.
Mit diesem Niederschlag konnte dann ein Kinase-Assay durchgeführt werden. 
Für einen Western Blot wurde zu dem gewaschenen Präzipitat ohne Überstand 
40 µl 2x-Lämmli zugegeben, also im Verhältnis 1:1. Dann wurden die Proben 
5 min bei 100 °C denaturiert. 
 2.2.7 Immundepletion
Im  Vorfeld  einer  Immundepletion  (serielle  Immunpräzipitation)  wurde  eine 
Immunpräzipitation  mit  dem  gewünschten  Antikörper  wie  oben  beschrieben 
durchgeführt. Nach fünf Minuten Zentrifugieren wurde der Überstand über dem 
Präzipitat in einen neuen Eppendorf-Cup überführt.
Mit 5 µg Antikörper und 40 µl Protein G-Agarose wurde damit eine zweite IP 
durchgeführt, mit dem daraus resultierenden Überstand der Vorgang wiederum 
ein drittes Mal wiederholt.
Die Niederschläge dieser drei Durchgänge wurde dann zwei mal mit eiskaltem 
Lysisbuffer + 0,1 % SDS gewaschen, mit 2x-Lämmli im Verhältnis 1:1 versetzt 
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und konnte nach 5 min. Erhitzen auf 100 °C in einem Western Blot verarbeitet 
werden. Dabei wurde ein Teil des Überstandes und Zelllysat parallel mitgeführt.
 2.2.8 Gelelektrophorese und Western Blot
In  der  Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  (SDS-PAGE) 
werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei wandern die 
Moleküle in einem elektrischen Feld durch ein durch ein Gel aus vernetztem 
Polyacrylamid, das als inerte Matrix dient. Beim anschließenden Western Blot 
(Immunoblot) werden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert 
und  dort  fixiert.  Nach  Inkubation  mit  einem  gegen  das  gesuchte  Protein 
gerichteten Erst-Antikörper und einem gegen den Erst-Antikörper gerichteten 
Zweit-Antikörper wird mit Hilfe der Lichtemission von ECL  (enhanced chemi-
luminiscence),  einem  Detektions-Reagenz,  das  von  der  mit  dem  Zweitanti-
körper konjugierten  Peroxidase des Pferderettichs (horse reddish peroxidase) 
umgesetzt wird, ein Röntgenfilm belichtet.
Nach der Bestimmung der  Proteinkonzentration mit Hilfe des  Brattford-Testes 
wurden  die  Proben  mit  Aqua dest. und  Lämmli-Reagenz  auf  die  gleiche 
Proteinkonzentration  eingestellt,  typischerweise  2 µg/ml. Ein  Fünftel  des 
Probenvolumens  bestand  dabei  aus  5x-Lämmli-Reagenz,  es  resultierte  also 
eine einfache Lämmli-Konzentration.  Zur  Denaturierung der  Proteine wurden 
die Proben für fünf Minuten bei 100 °C erhitzt.
Verwendet  wurde  das  EC 120  Mini  Vertical  Gel  System von  EC-Apparatus 
Corporation (Holbrook, New York) mit  12%igen Gelen. Es wurden zweiphasige 
Gele nach dem Lämmli-System gegossen, bei  dem ein Trenngel  von einem 
Sammelgel  überschichtet  wird,  in  dem  sich  die  Geltaschen  befinden.  Pro 
Geltasche wurden gleiche Mengen von 20–40 µg Protein geladen, 5 µl eines 
Größen-Markers liefen  zur  Molekulargewicht-Bestimmung  parallel  mit.  Die 
Gellaufzeit  betrug bei einer Spannung von 120–160 V und einer  Stromstärke 
von 50–100 mA etwa 90 Minuten.
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Der  anschließende  Western  Blot der  Proteine  auf  Nitrozellulose-Membranen 
geschah mittels  dem BIO-RAD Minitransblot-System unter  Kühlung bei  20 V 
über  zwölf  Stunden  oder  bei  300 A  über  eine  Stunde.  Danach  wurden  die 
Membranen  getrocknet  und  in  5%iger  Trockenmilchlösung in  TBS-T  eine 
Stunde bei Raumtemperatur geblockt.
In 5%iger Trockenmilchlösung in TBS-T mit dem 1:500 bis 1:5000 verdünnten 
Erst-Antikörper  wurden  die  geblockten  Nitrozellulose-Membranen  unter 
ständigem Schütteln für vier Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 
4 °C inkubiert.
Nach 3 x  5 min.  Waschen in  TBS-T-Lösung wurden sie in  5%iger  Trocken-
milchlösung in TBS-T mit dem 1:5000 (bei monoklonalen Erst-Antikörpern) oder 
1:10.000  (bei  polyklonalen  Erst-Antikörpern)  verdünnten  Zweit-Antikörper 
geschwenkt. Die Membranen wurden im Anschluss erneut 3 x 5 min. mit TBS-T 
gewaschen.
Zur Visualisierung des gesuchten Proteins wurden zwei ECL-Systeme genutzt. 
Mit  den  ECL Western Blotting Detection Reagents der  Firma  Amersham Bio-
sciences wurden die Membranen eine Minute behandelt. Für Membranen mit 
schwächeren  Signalen  wurde  alternativ  super signal west dura extended 
duration substrate der Firma Pierce für fünf Minuten genutzt.
Belichtet wurde - je nach Intensität des Signals - von wenigen Sekunden bis zu 
mehreren  Stunden.  Mit  Hilfe  eines  bei  der  Gelelektrophorese  parallel  ge-
laufenen  Marker-Protein-Gemisches, das sichtbare Proteine bekannter Größe 
enthält,  wurden die  auf  dem Film belichteten  Banden Protein-Größen zuge-
ordnet. Die Beurteilung der Blots erfolgte primär qualitativ. Sofern nicht abwei-
chend angegeben, wurden n=3 Versuche durchgeführt.
Auf  derselben  Membran  wurde  teilweise  mit  verschiedenen  Antikörpern 
verschiedene  Proteine  dargestellt.  Dazwischen  mussten  die  anhaftenden 
Antikörper  entfernt  werden  („stripping“),  was  durch  Waschen  mit  einer 
SDS/Mercaptoethanol-Lösung bei 60 °C über 20 min geschah. Danach wurde 
die Membran gründlich mit TBS-T gewaschen und mit 5%iger Milchlösung neu 
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geblockt, anschließend konnte wie oben beschrieben die erneute Inkubation mit 
Erst- und Zweit-Antikörper durchgeführt werden.
 2.2.9 PI3-Kinase-Assay
Für  einen  Kinase-Assay  wurde  eine  Immunpräzipitation  mit  300–500 µg 
Proteinlysat  und 5 µg Antikörper  (gegen IRS-2,  p85α oder  p-Tyrosin)  durch-
geführt und anschließend zwei mal mit Lysis-Buffer gewaschen.
Mit  PI3K-Reaktions-Puffer  (20 mM  Tris-HCl,  100 mM  NaCl,  0.5 mM  EGTA, 
pH = 7.4)  wurde weitere zwei  Mal  gewaschen und dann 30 µl  PI3-K-Lösung 
(PI3-K-Puffer + 0.1 mg/ml PI) zu jeder Probe zugegeben.
Durch  die  Zugabe  von  20 µl  MgCl2-ATP-Gemisch  (200 mM  MgCl2,  200 µM 
ATP), das 5 µCi [γ-32P]-ATP enthält, wurde die Reaktion gestartet und nach 
20 Minuten durch die Zugabe von 150 µl Chloroform + Methanol-11 + 6N-HCl-
Lösung (50:100:1) wieder gestoppt.
Nach  der  Zugabe  von  120 µl  Chloroform  zu  jeder  Probe  wurde  durch 
Zentrifugation (eine Minute bei 12.000 U/min) die anorganische Phase von der 
organischen Phase getrennt; Letztere wurde in ein neuen Cup übernommen, 
mit 120 µl Methanol /  1N-HCl-Gemisch (1:1) versetzt und die Phasen erneut 
durch Zentrifugation getrennt.
Die Lipide in der wiederum abgenommenen organischen Phase wurden dann 
für  20 Minuten  in  einem  "Speed  Vacuum"  konzentriert,  in  20 µl  Chloroform 
resuspendiert  und  auf  einer  Dünnschicht-Chromatografie-(DC)-Platte  auf-
getragen. Mit dieser wurde über mehrere Stunden die Chromatografie in DC-
Lösung durchgeführt. Nachdem die Platten getrocknet waren, wurde damit ein 




 3.1 Identifizierung der Untereinheiten
Im Western Blot lassen sich die Untereinheiten der PI3-Kinase der Klassen Ia 
und Ib nachweisen (Abb.  7). Die regulatorische Untereinheit p85α wird in den 
INS-1E Zellen  deutlich  stärker  exprimiert  als  die  Varianten  p50α und p55α. 
Auch p85β lies sich nachweisen, ebenso wie die katalytischen Untereinheiten 
p110α, p11ß und p110γ. Über das Verhältnis der Untereinheiten zueinander 
lässt sich mit einem qualitativen Western Blot aufgrund der unterschiedlichen 
Antikörper keine Aussage treffen.
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Abbildung 7: Qualitativer Western-yBlot der Untereinheiten der 
PI3-Kinase in nicht stimulierten INS-1E-Zellen bei einer 
Konfluenz von etwa 80 %. p55PIK/p55γ und p110δ nicht 
getestet.
Ergebnisse
 3.2 Verhältnis der Untereinheiten
Um das Verhältnis der regulatorischen Untereinheit p85α, die unter den Pik3r1-
Produkten  den  größten  Anteil  ausmacht  (Abb.  7),  zur  den  katalytischen 
Untereinheiten p110α und p110β zu bestimmen, wurde mittels einer Serie von 
drei  Immunpräzipitationen  eine  Immunodepletion  durchgeführt.  Beide  sind 
offensichtlich  in  großer  Menge  vorhanden,  da  komplette  Depletionen  nicht 
gelangen. Eine deutliche stärkere Depletion von p110 durch p85α als von p85α 
durch p110 ist jedoch erkennbar, was für einen Überschuss am p85α spricht 
(Abb. 8).
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Abbildung 8: Verhältnis p85a – p110a in INS-1E-Zellen. 
Darstellung von Immunodepletionsserien (IP) und Western 
Blots (IB) mit verschiedenen Antikörpern.
Ergebnisse
36
Abbildung 9: Stimulierung der INS-1E-Zellen mit 10 nM und 30 nM IGF-1 bei 10 mM 
Glukose. Immunoblot gegen aktivierte PKB (p-Akt, thr-308; p-Akt, ser-473) und nicht 
aktivierte PKB (anti-Akt)
Abbildung 10: Stimulierung der Zellen mit 50 µM und 100µM Forskolin bei 10 mM 
Glukose. Immunoblot gegen aktivierte PKB (p-Akt, thr-308; p-Akt, ser-473) und nicht 
aktivierte PKB (anti-Akt)
Ergebnisse
 3.3 Stimulierbarkeit der Zellen
Die verschiedenen Signaltransduktionswege der  INS-1E Zellen können durch 
die Zugabe von bestimmten Agenzien stimuliert werden.
Die Proteinkinase B wird bei Aktivierung durch die PI3-Kinase über Zwischen-
schritte  (PDK-1,  PDK-2)  an  den  Aminosäuren  Threonin-308  und  Serin-473 
phosphoryliert. Mit dem Antikörper gegen die phosphorylierten Formen der PKB 
konnte so die Aktivierung im Western Blot dargestellt werden (Abb. 9, 10). Als 
Kontrolle diente ein Antikörper, der an alle Formen der PKB bindet.
Zur  Stimulation wurden  insulin-like growth factor 1 (IGF-1)  und  Forskolin ver-
wendet. Während IGF-1 an den Insulin/IGF-1-Tyrosinkinase-Rezeptor mit der 
beschriebenen nachfolgenden Aktivierungskaskade bindet, erhöht Forskolin die 
Konzentration von cAMP im Zytoplasma.
Beide Stimulanzien aktivierten in unseren Versuchen die PKB konzentrations- 
und zeitabhängig. Während IGF-1 eine schnelle Aktivierung an Threonin-308 
und Serin-473 bewirkt, aktiviert Forskolin Serin-473 in stärkerem Ausmaß, was 
zudem deutlich langsamer geschieht.  An Threonin-308 scheint  Forskolin nur 
eine schwache Aktivierung zu bewirken (Abb. 9, 10).
 3.4 Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten
Die  regulatorischen  Untereinheiten  p50α,  p55α  und  p85α  wurden  durch 
adenoviralen  Gentransfer  stufenweise  überexprimiert.  Neben  den  üblichen 
unbehandelten  Kontrollen  wurde  eine  vierte  Zellkulturlinie  mit  einem  un-
spezifisch für β-Galaktosidase (LacZ) codierenden Virus infiziert, um durch das 
Adenovirus  verursachte  Effekte  auszuschließen.  Die  Exprimierung  der 
Untereinheiten  wurde neben der  Kontrolle  in  fünf  Stufen  (ansteigende MOI) 
durchgeführt, wobei eine deutliche Überexprimierung gelang (Abb. 11). Die so 
zusätzlich exprimierten Untereinheiten sind mit  Influenza-Hämagglutinin  (HA) 
markiert,  mit  einem  entsprechenden  Antikörper  wurde  im  Western  Blot  die 
erfolgreiche  Transfektion  überprüft.  Bei  der  Zellreihe,  die  mit  dem  LacZ-




Abbildung 11: Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten durch adenoviralen 
Gentransfer. Neben einer unbehandelten Kontrolle wurde mit LacZ-, p50α-, p55α- und p85α-
codierenden Adenoviren in fünf Infektionsstärken die jeweiligen Proteine überexprimiert. 
Darstellung von Western Blots mit p85α-, HA-, Adenovirus- und β-Aktin-Antikörpern.
Ergebnisse
dieser Viruspräparation kein entsprechender Marker integriert worden war. Mit 
einem Antikörper gegen das DNA-binding protein des Adenovirus konnte dieses 
selbst in allen vier Versuchsreihen nachgewiesen werden. Ein Antikörper gegen 
β-Aktin diente jeweils als Kontrolle für die Proteinkonzentration und Lademenge 
der Blots (Abb. 11). 
Wir  untersuchten  verschiedene  abwärts  liegende  Ziele  der  PI3-Kinase  in 
INS1E-Zellen, die mit Glukose (11 mM) stimuliert wurden. Im Western Blot mit 
einem  gegen  die  phosphorylierte  Form  der  Proteinkinase B  gerichteten 
Antikörper (p-Akt) zeigte sich bei allen drei Infektionslinien eine Reduktion der-
selben.  Während  jedoch  bei  den  p55α-überexprimierten  Zellen  die  Aktivität 
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Abbildung 12: Veränderung der Aktivität der Proteinkinase B nach Überexpression der 
regulatorischen Untereinheiten (MOI etwa 50) bei Stimulation mit IGF-1 und Forskolin 
(A). Aufgrund verschiedener Western Blots ist ein quantitativer Vergleich zwischen 
unstimulierten und stimulierten Versuchsansätzen nur eingeschränkt möglich. Dar-
stellung der Überexprimierung mit gegen die Untereinheiten gerichtetem Antikörper (B).
Ergebnisse
schon bei einer MOI von etwa 20 abfiel, zeigte sich bei den p50α- und p85α-
infizierten Zellen ein Anstieg des phosphorylierten Anteils und somit eine Zu-
nahme der Aktivität. Erst bei höherer Überexprimierung fiel dieser Anteil wieder 
ab und sank schließlich unter das Niveau der Kontrollen ab.  Bei der LacZ-
Infektion war nur eine schwache Veränderung festzustellen. Die Menge der un-
phosphorylierten  Form des  Enzyms  wurde  durch  keine  der  vier  Infektionen 
verändert und blieb auch in den höchsten Infektionsstärken konstant (Abb. 13).
Eine Veränderung dieser Aktivitätsabnahme der Proteinkinase B war auch nach 
Stimulationen  der  Kulturen  mit  IGF-1  oder  oder  Forskolin  unverändert.  Im 
Vergleich zu mitgeführten Kontrollen zeigte sich jeweils eine relative Abnahme 
des  phosphorylierten  Anteils  der  Proteinkinase B,  die  wiederum  bei  der 
Kontrolle mit LacZ nicht gegeben war (Abb. 12).
Ähnliche  Ergebnisse  zeigten  sich  bei  der  Untersuchung  der  Glykogen-
Synthase-Kinase 3.  Während  sich  bei  der  Kontrollinfektion  mit  LacZ  keine 
Änderung der Menge der phosphorylierten Form (p-GSK 3) zeigte, war diese 
bei der Überexprimierung der drei Untereinheiten jeweils vermindert. Dabei war 
bei  p55α  wiederum  eine  konstant  zunehmende  Abnahme  festzustellen, 
während  sich  bei  p50α  und  p85α  initial  erst  ein  Anstieg  mit  einer 
anschließenden Abnahme zeigte. Die Menge der nicht-phosphorylierten Form 
der GSK 3 war bei allen Infektionen konstant, mit Ausnahme von p55α, bei der 
sich erstaunlicherweise eine Abnahme mit zunehmender Infektion zeigte (Abb. 
13).
Die Darstellung der  phosphorylierten Form der  p70s6-Kinase gestaltete  sich 
schwierig. Es deutete sich eine Abnahme bei höherer Infektionsstärke an, eine 
Aussage über Unterschiede zwischen den verschieden überexprimierten Pro-
teinen lässt sich anhand der Ergebnisse nur schwer treffen (Abb. 13).
Bei der Darstellung der phosphorylierten Form des nachgeschalteten Retino-
blastom-Proteins  (Rb)  zeigte  bei  der  Infektion  mit  p55α  keine  wesentliche 
Änderung im Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu nahm der Phospho-




Abbildung 13: Auswirkung der Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten auf Akt, 
GSK-3 und p70-s6-Kinase. Western Blots mit den angegebenen Antikörpern.
Ergebnisse
Effekte der vielfach phosphorylierten Proteine zeigten. Die Rb-Gesamtmenge 
zeigte im Blot keine wesentlichen Änderung bei allen vier Infektionen (Abb. 14).
Wir untersuchten weiterhin den Aktivierungsgrad paralleler Signaltransduktions-
wege (p38-MAPK, ERK/CREB). Bei der Überexprimierung von LacZ und p55α 
zeigte sich keine Änderung des phosphorylierten Anteils der p38-MAPKinase. 
p50α  und  p85α  hingegen  bewirkten  eine  deutliche  Zunahme  der  Phospho-
rylierung. Ein ähnliches Bild zeigte sich bei   p44/42  ERK. Auch hier blieb die 
Phosphorylierung bei LacZ und p55α konstant, während sie bei p50α und p85α 
stark zunahm.  Die Gesamtmenge von ERK-2 war  jeweils  unverändert  (Abb. 
15).
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Abbildung 14: Auswirkung des Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten auf Rb. 




Abbildung 15: Auswirkung des Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten auf ERK 
und p38 MAPKinase. Western Blots mit den angegenen Anitkörpern.
Ergebnisse
 3.5 Reduktion von p85α durch RNA-Interferenz
Mittels RNA-Interferenz durch siRNA-Transfektion mit  einer Kombination aus 
drei spezifisch gegen die mRNA von p85α gerichteten siRNAs in einer Konz-
entration von je 50nM gelang die Reduktion der regulatorischen Untereinheit 
p85α um den Faktor zwei (Abb.  16A). Als Kontrolle dienten dabei zum einen 
Lysate  von  unbehandelten  Zellen  und  zum  anderen  eine  Transfektion  mit 
unspezifischer siRNA, die keinen Einfluss auf Proteine der Signaltransduktion 
hat.  Diese  unspezifische  siRNA  zeigt  in  verschiedenen  Western  Blots  die 
selben Ergebnisse wie die nativen Lysate, so das ein allgemeiner Reduktions-
effekt von p85α durch den Transfektionsprozess selbst ausgeschlossen werden 
kann.
Die Transfektionen mitsamt der Kontrollen wurden mit  10 nM IGF-1,  50 µM 
Forskolin und in einer Kontrollserie nicht stimuliert. Diese Stimulationen hatten 
auf die Reduktion der Untereinheit p85α keinen Einfluss. Der Versuch wurde 
bei  Glukosekonzentrationen von 2.5 mM und von 15 mM durchgeführt,  was 
ebenfalls  ohne  Effekt  auf  das  Transfektionsergebnis  selbst  blieb.  Um  Un-
gleichheiten bei der Konzentrationseinstellung der Proben für den Western Blot 
auszuschließen,  diente  ein  Western  Blot  mit  einem  β-Aktin-Antikörper  als 
Ladekontrolle.  Dieser  zeigte  bei  der  Transfektion  und  beiden  Kontrollen 
dieselbe  Proteinmenge,  was  auch  einen  artifiziellen  Reduktionseffekt  durch 
ungleiche  Proteinkonzentrationen  ausschließt.  Stimulationen  und  Glukose-
konzentration zeigten ebenfalls gleiche Mengen an β-Aktin (Abb. 16B).
Mit den transfizierten Zelllysaten wurden analog zu der Überexprimierung der 
regulatorischen  Untereinheiten  die  Aktivierung  untergeordneter  Signaltrans-
duktionsziele der PI3-Kinase untersucht. Durch die Reduktion von p85α zeigte 
sich  im  Western  Blot  mit  einem  gegen  p-Akt  gerichteten  Antikörper  eine 
verstärkte Aktivierung der Proteinkinase B. Während die Stimulation mit IGF-1 
und Forskolin einen Aktivierungsanstieg der Proteinkinase B gegenüber nicht-
stimulierten Zellen zeigte,  war jeweils eine relative Aktivitätssteigerung durch 
die Transfektion zu sehen. Die verschiedenen Glukosekonzentrationen hatten 




Abbildung 16: Reduktion der regulatorischen Untereinheit p85α durch 
siRNA-Transfektion. Western Blot mit Antikörper gegen p85a, Zellen in 
Normalserum (Kontrolle) sowie Stimulationen mit 10 nM IGF-1 und 50 µM 
Forskolin (A). Ladekontrollen, Western Blot mit β-Aktin-Antikörper (B).
Ergebnisse
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Abbildung 17: Reduktion von p85α durch siRNA-Transfektion. Western 
Blots mit Antikörpern gegen p-Akt (A), p-GSK-3 (B) und p-p70s6K (C). 
Wieder jeweils parallel stimulierte Versuchsreihen mit 10 nM IGF-1 und 
50 µM Forskolin.
Ergebnisse
Ein vergleichbares Bild zeigte sich bei der Aktivierung der Glukose-Synthase-
Kinase 3 (GSK-3), die der Proteinkinase B nachgeschaltet ist. Die Stimulation 
mit  IGF-1  und  Forskolin  zeigte  eine  Aktivitätssteigerung  gegenüber  den 
Kontrollen,  die  Reduktion  von  p85α  bewirkte  auch hier  jeweils  eine  relative 
Aktivitätssteigerung  gegenüber  den  nicht-transfizierten  Zellen.  Auch  für  die 
Aktivierung der  GSK-3  waren unterschiedliche  Glukosekonzentrationen  nicht 
relevant (Abb. 17B).
Ein anderes Bild bot sich hingegen bei der Untersuchung der Aktivität der p70-
S6-Kinase. Weder die Reduktion der regulatorischen Untereinheit p85α noch 
die  Stimulation  mit  IGF-1  oder  Forskolin  zeigten  eine  Aktivitätsänderung. 
Interessanterweise  war  bei  allen Stimulations-Modi  ein  Aktivitäts-Unterschied 
zwischen  den  verschiedenen  Glukosekonzentration  zu  erkennen.  Bei  der 
Konzentration von 15 mM war die Aktivität stärker als bei 2.5 mM, was sich in 
Wiederholungen bestätigte (Abb. 17C).
 3.6 Zellzyklusananalyse
Die  nativen  INS-1E  Zellen  zeigten  in  der  Untersuchung  mittels  durchfluss-
zytometrischer  Zellzyklusanalyse  (FACS,  fluorescence  activated  cell  sorting) 
eine Verteilung der Zellzyklusphasen, die für differenzierte Zellen typisch ist. Sie 
weisen einen G1-Phase-Anteil  von etwa 85 % auf,  einen relativ geringen S-
Phase-Anteil  von  etwa  11–12 % und  einen  G2-Phase-Anteil  von  3–4 % auf 
(Tab. 2). Ein apoptotischer sub-G1-Anteil war quasi nicht vorhanden.
Bei den adenoviral transfizierten Zellen zeigte sich bei Überexprimierung der 
regulatorischen Untereinheiten ein differenziertes Bild (Tab. 2, Abb. 18–22). Die 
LacZ-überexprimierten  Kontrollen  unterschieden  sich  in  keiner  Zyklusphase 
signifikant  von  den  nativen  INS-1E-Kontrollen.  Bei  Zellen  mit p85α-über-
exprimierter Untereinheit zeigte sich ein deutlicher Proliferationsreiz, der sich 
als deutliche Zunahme der S-Phase darstellte, deren Anteil in Abhängigkeit von 
der Infektionsintensität auf bis zu 46 % (±15 %) anstieg. Auch der Anteil  der 
Zellen in der G2-Phase war deutlich erhöht, während konsekutiv jener in der 




Abbildung 18: Vergleichende Darstellung der Zellzyklusphasen anhand der Ergebnisse der 
FACS-Versuche. Veränderungen der G1-Phase (mittelgrau), der S-Phase (hellgrau) und der 
G2-Phase (dunkelgrau). Differenzen zu 100 Prozent ergeben sich aus der Verwendung der 
Mittelwerte von n=3 Versuchen. Zur Benennung der Proben siehe Tabelle 2.
Probe Versuch  G1-Phase  S-Phase  G2-Phase
01 Kontrolle 1 85,1 ± 3,3 12,0 ± 4,4 2,9 ± 2,0
02 Kontrolle 2 85,2 ± 2,2 11,2 ± 3,2 3,7 ± 2,7
03 siRNA-Transfektion 50 nM 88,7 ± 0,7 6,4 ± 0,5 5,0 ± 0,7
04 siRNA-Transfektion 100 nM 88,2 ± 2,1 5,7 ± 0,9 6,1 ± 2,9
05 Infektion mit LacZ, MOI 50 81,0 ± 0,5 10,1 ± 2,0 8,9 ± 1,5
06 Infektion mit LacZ, MOI 100 78,0 ± 4,6 14,5 ± 2,5 7,4 ± 2,8
07 Infektion mit p50α, MOI 50 49,4 ± 9,6 30,8 ± 6,1 19,8 ± 8,4
08 Infektion mit p50α, MOI 100 30,9 ± 9,4 42,4 ± 13,8 26,7 ± 7,6
09 Infektion mit p55α, MOI 50 82,9 ± 1,0 10,7 ± 1,9 6,4 ± 2,9
10 Infektion mit p55α, MOI 100 84,0 ± 1,6 12,9 ± 2,8 3,1 ± 2,3
11 Infektion mit p85α, MOI 50 54,7 ± 2,4 36,3 ± 5,2 9,0 ± 3,5
12 Infektion mit p85α, MOI 100 34,9 ± 15,4 45,7 ± 14,9 20,2 ± 4,2
Tabelle 2: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der FACS-Versuche. Die Angaben sind die 
Mittelwerte der Messwerte von n=3 Versuchen mit Standardabweichung (SD). Alle Werte sind 





























Abbildung 19: Detaillierte Darstellungen der jeweiligen Veränderungen 
der G1-, S-, und G2-Phase. Darstellung der Ergebnisse der FACS-
Versuche. Die Angaben sind die Mittelwerte der Messwerte von n=3 
Versuchen mit Standardabweichung (SD). Alle Werte sind Prozent-
angaben der gemessenen Zellzahl. Nummerische Daten und 















































Abbildung 20: FACS-Zellzyklusanalysen mit in zwei Intensitätsstufen 
überexprimierten regulatorischen Untereinheiten. Dargestellt ist ein typisches 
Ergebnis aus n=3 Versuchen.
Ergebnisse
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Abbildung 22: Kontrolle zu den FACS-Versuchen, Western Blot 
mit Antikörper gegen die regulatorischen Untereinheiten.
Abbildung 21: FACS-Zellzyklusanalysen, in zwei Intensitätsstufen reduzierte Untereinheit 
p85α. Dargestellt ist ein typisches Ergebnis aus n=3 Versuchen.
Ergebnisse
Infektionskonzentrationen (MOI von 20 und 100) waren dabei deutlich erkenn-
bar, jedoch nicht signifikant. Die p50α-überexprimierten Zellen zeigten ein Bild, 
das  sich  nicht  signifikant  von  diesen  Ergebnissen  unterschied  und  mit  den 
gleichsinnigen Western-Blot-Resultaten der p50α und p85α-Exprimierung kon-
gruent  ist  (s. o.).  Bei  den  Zellen  mit  überexprimiertem  p55α  hingegen  war 
Verteilung der G1-, G2- und S-Phase bei den zwei verschiedenen MOI nicht 
signifikant von den unspezifischen LacZ-Kontrollen sowie den nativen INS1E-
Zellen verschieden.
Bei der Transfektion mit siRNA gegen p85α zeigte sich eine leichte, grenzwertig 
signifikante Reduktion der S-Phase. Die Veränderungen bei G1- und G2-Phase 
waren  nicht  signifikant  im  Vergleich  zu  den  Kontrollen.  Ein  Unterschied 
zwischen Transfektionen mit unterschiedlichen siRNA-Konzentrationen (50 nM 




Mittels  eines  PI3-Kinase-Assays  konnte  die  Aktivität  der  PI3-Kinase  direkt 
gemessen  werden.  Dabei  zeigten  sich  im  Gegensatz  zu  nicht  transfizierten 
Kontrollen eine erhöhte Aktivität  bei  den Proben mit  reduzierter  Untereinheit 
p85α, während eine Überexprimierung der regulatorischen Untereinheiten die 
PI3-Kinase-Aktivität  supprimierte.  Bei  überexprimiertem p55α trat  diese  Akti-
vitätsabnahme jedoch nicht auf (Abb. 23). Der Kinase-Assay zeigte allerdings in 
wiederholten  Durchführung  teilweise  inkonsistente  Ergebnisse,  so  dass  die 
Ergebnisse nur mit Einschränkung zu verwerten sind.
53
Abbildung 23: PI3-Kinase-Assay (Beispiel), vorhergehend Immunpräzipitation mit 
Phosphotyrosin-Antikörper, pro Probe 1µCi p-ATP.
Diskussion
 4. Diskussion
 4.1 Funktionen der regulatorischen Untereinheiten auf Ebene 
der PI3-Kinase
Für die regulatorischen Untereinheiten der  PI3-Kinase haben  Ueki  et  al. ein 
Modell der Aktivitätsregulierung in Fibroblasten aufgestellt  (Ueki et al. 2002). 
Das Verhältnis von p85α/p110α-Dimeren zu monomerem p85α ist dabei für das 
Ausmaß der PI3-Kinase-Aktivierung verantwortlich. Eine Reduktion von p85α 
erhöht  die  Aktivität  durch  die  Optimierung  des  p85α/p110α-zu-p85α-Verhält-
nisses.  Ist  die  Expression  von  p85α  verringert,  betrifft  das  vorwiegend  den 
Anteil der monomer vorliegenden Proteine, während die p85α/p110-Dimere in 
praktisch unveränderter Menge vorliegen. Das so vergrößerte Verhältnis von 
Dimeren zu Monomeren resultiert in einer Aktivitätssteigerung der PI3-Kinase, 
die  hauptsächlich  auf  die  verminderte  Konkurrenz  um  IRS-Proteine  und 
Substrate  der  Kinasen  zurückgeführt  wird.  Wahrscheinlich  spielt  auch  eine 
verminderte allosterische, inhibitorische Beeinflussung der katalytischen Unter-
einheiten  durch  monomere  regulatorische  Einheiten  eine  Rolle  (Ueki  et  al.
2002). Möglicherweise sind jedoch auch indirekte Mechanismen der Aktivitäts-
hemmung durch p85α, wie etwa Interaktionen mit PTEN, beteiligt (Geering et
al. 2007).
Gut untersucht ist dieses Modell der Aktivitätsregulierung bei der Entstehung 
von  Insulinresistenz,  bei  der  die  verminderte  Aktivität  der  PI3-Kinase  eine 
wichtige  Rolle  spielt.  Bei  experimentell  induziertem  Diabetes  mellitus  im 
Tiermodell findet sich eine Überexprimierung von p85α-Derivaten (Kerouz et al.
1997) und auch bei  menschlichem Diabetes kann eine Zunahme der Unter-
einheiten  festgestellt  werden  (Bandyopadhyay  et  al.  2005).  Die  durch  Ver-
minderung der regulatorischen Untereinheiten erhöhte Kinaseaktivität verbess-
ert hingegen die Insulinwirkung und kann eine künstlich induzierte Insulinresis-
tenz wieder reduzieren, was neben p85α (Terauchi et al. 1999, Mauvais-Jarvis
et al. 2002) auch für die kleineren Untereinheiten p50α und p55α gilt (Chen et
al.  2004).  Ein vollständiges experimentelles Ausschalten des p85α-Gens hat 
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hingegen eine deutliche Aktivitätsminderung der PI3-Kinase zur Folge, da nicht 
mehr ausreichend p85α zur Bildung des Kinasekomplexes zur Verfügung steht 
(Ueki  et  al.  2002,  Brachmann et  al.  2004).  Auch in  undifferenzierten Zellen 
konnte  eine  solche  Regulation  gezeigt  werden.  Der  Verlust  von  p85α  in 
undifferenzierten  embryonalen  Stammzellen  der  Maus  mit  homozygoter 
Nullmutation des Pik3r1-Gens führte unter anderem zu einer eingeschränkten 
Aktivierung  von  der  PI3-Kinase  nachgeschalteten  Signaltransduktionswegen 
wie der Proteinkinase B und dem MAPKinase-Signalweg. War das Pik3r1-Gen 
jedoch lediglich heterozygot ausgeschaltet, fand sich eine erhöhte Aktivität von 
PKB und MAPK (Hallmann et al. 2003).
Die  Überexprimierung  der  regulatorischen  Untereinheit  p85α bewirkte  in 
unseren Versuchen mit INS-1E-Zellen Veränderungen, die dem obigen Modell 
entsprachen. So stellten wir eine verstärkte Phosphorylierung und Aktivierung 
der  Proteinkinase B  und der  Glykogen-Synthase-Kinase 3  fest.  Wendet  man 
das Modell der PI3-Kinase-Aktivierung auf unsere Beobachtungen an, lässt sich 
aus  den  Ergebnissen  schließen,  dass  das  Verhältnis  von  p85α  und 
p85α/p110α-Dimeren in INS1E-Zellen leicht unter dem Optimum liegt. Durch die 
Überexprimierung  wurde  es  initial  verbessert  und  als  Folge  die  nach-
geschalteten  Effektoren  vermehrt  aktiviert.  Bei  einer  stärkeren  Überexpri-
mierung hingegen nahm die inhibitorische Wirkung der Monomere zu und die 
Aktivierung der nachgeschalteten Kinasen wieder deutlich ab.
Die Überexpression von p50α zeigte ein Bild, das weitgehend dem der Über-
expression  von  p85α  entsprach  und  ähnliche  Funktionen  für  diese  beiden 
Untereinheiten  in  der  β-Zelle  nahelegt.  Interessant  ist  die  Diskrepanz,  die 
hingegen die Überexprimierung von  p55α darstellt. Diese bewirkte im Gegen-
satz  zu  den  beiden  anderen  untersuchten  Einheiten  keine  initiale 
Aktivierungssteigerung  der  PKB,  der  GSK-3  sowie  anderen  untersuchten 
Kinasen  wie  Rb,  p38-MAPKinase  und  ERK.  Die  durch  die  anderen 
regulatorische Untereinheiten  bewirkte  Zunahme der  Proliferation  konnte  bei 
p55α nicht  beobachtet  werden.   Auch im PI3-Kinase-Assay konnten wir  bei 
einer  starken  Überexprimierung  der   regulatorischen  Untereinheiten  eine 
dementsprechende  Abnahme  der  Kinaseaktivität  bei  überexprimiertem p50α 
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und p85α zeigen, während bei p55α die Aktivität weitgehend unverändert war. 
Diese  Ergebnisse  legen  unterschiedliche  Funktionen  der  regulatorischen 
Untereinheiten der PI3-Kinase in β-Zellen nahe.
Es existieren eine Reihe von Untersuchungen zu spezifischen Funktionen der 
einzelnen  regulatorischen  PI3-Kinase-Untereinheiten  in  verschiedenen  Ge-
weben. In  humanen  Muskelzellen  bewirken  p50α,  p55α  und  p85α  nach 
Stimulation  durch  Insulin  einen  unterschiedlichen  Aktivierungsgrad  der  PI3-
Kinase. Während in den Zellen in Ruhe vor allem die kleineren Untereinheiten 
nachweisbar waren, war durch Insulin ein Anstieg der Konzentration von p85α 
und Abbauvarianten desselben sowie von p55α und p85β,  jedoch nicht  von 
p50α feststellbar (Shepherd et al. 1997). In differenzierten L6-myelotubulären 
Zellen  zeigt  p50α  eine  höhere  basale  Kinaseaktivität  als  die  anderen 
regulatorischen Untereinheiten. Diese ist zudem in erhöhter Konzentration nicht 
vermindert. Die Insulinvermittelte Aktivierung der Proteinkinase B und p70-s6-
Kinase wird in diesen Zellen durch die Überexprimierung der beiden anderen 
Einheiten,  nicht  jedoch  durch  p50α,  herunterreguliert  (Ueki  et  al.  2000).  In 
hepatischen Leberzellen ist  p50α stärker  als  die anderen Untereinheiten ex-
primiert  und  wird  durch  Insulin  stärker  aktiviert  (Inukai  et  al.  1997).  Diese 
Arbeiten deuten auf eine recht spezifische Funktion der p50α-Untereinheit im 
Glukose/Insulin-Stoffwechsel hin.
Untersuchungen zu Funktionen von p55α zeigen vielfältige, weniger spezifische 
Funktionen.  In  Nervenzellen  kann  der  N-terminale  Terminus  von  p55α  mit 
Tubulin interagieren, was möglicherweise eine Verlagerung innerhalb der Zelle 
bewirkt (Inukai et al.  2000). p55α spielt  weiterhin eine Rolle bei der Nerven-
Regeneration nach Verletzungen (Okamoto et al. 2004). Zudem konnte gezeigt 
werden, dass es in lymphoblastoiden B-Zellen ein wichtiger antiapoptotischer 
Faktor  bei  der  Infektion mit  dem Epstein-Barr-Virus ist,  der  durch das Virus 
induziert  wird.  Dies  deutet  auf  eine  Funktion  beim  B-Zell-Wachstum  hin 
(Spender et al. 2006).
Eine  verminderte  Aktivität,  die  isoliert  mit  der  Überexpression  von  p55α 
assoziiert ist, könnte auf einer differenzierte Funktion in β-Zellen beruhen. Ein 
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möglicher  Mechanismus  für  den  beobachteten  Unterschied  zu  den  anderen 
regulatorischen  Untereinheiten  könnte  in  einer  direkten  allosterischen, 
inhibitorischen Interaktion der N-terminalen Sequenz von p55α mit p110 oder 
IRS begründet  sein.  Solche Protein-Protein-Interaktionen sind  für  p85α  be-
schrieben und wurden auch für p55α in Muskelzellen schon postuliert (Ueki et
al.  2000).  Für  IRS-3  ist  zudem  eine  inhibitorische  Wirkung  auf  den 
hauptsächlich  über  IRS-2  vermittelten  PI3-Kinase-PKB-Signalweg  in  INS-1-
Zellen beschrieben (Lingohr et al. 2003). Auf Ebene der Phosphoinositide ist 
eine  positive  Regulierung  von  Inhibitoren  des  PI-Signalweges  denkbar.  Zu-
mindest  für  die  p85α-Untereinheit  ist  eine  solcher  Mechanismus  durch 
Aktivierung der Phosphatase PTEN bekannt (Taniguchi et al. 2006). Auch eine 
intrazelluläre  Translokation  der  PI3-Kinase-Dimere  in  andere  Kompartimente 
der Zelle könnte in Frage kommen, wie ebenfalls für p85α beschrieben (Inoue
et al. 1998).
Die Reduktion von p85α durch RNA-Interferenz in unserem Zellmodell und die 
Ergebnisse  der  Zellzyklusanalyse  unterstützen  die  Vermutung,  dass  das 
Verhältnis  von p85α-Monomeren  und aktiven  Dimeren  der  PI3-Kinase  unter 
normalen  in-vitro-Bedingungen  suboptimal  ist.  Die  FACS-Zellzyklusanalysen 
zeigten  eine  deutliche  Zunahme  der  Proliferation  bei  Überexprimierung  von 
p85α  und  p50α,  nicht  jedoch  bei  Reduktion  von  p85α,  wo  sich  eine  Ver-
minderung des Zellwachstums und eine G1-Blockade zeigte.
Nicht  kongruent  mit  diesen  Beobachtungen  jedoch  ist  das  Verhalten  der 
Proteinkinase B und anderer Downstream-Kinasen, insbesondere die verstärkte 
Aktivierung  der  Proteinkinase B.  Eine  Verminderung  der  p85α-Expression 
sollte,  dem  dargestellten  Regulationsmodell  entsprechend,  einen  weiteren 
Abfall der PKB-Phosphorylierung zur Folge haben, was jedoch nicht der Fall ist. 
Ebenfalls unstimmig ist die verstärkte Phosphorylierung der GSK-3. Diese Be-
obachtung gehen einher mit der im Kinase-Assay erhöhten Aktivität bei redu-
zierter Untereinheit p85α.
Eine mögliche Erklärung dieser Phänomene auf der Ebene der PI3-Kinase liegt 
in  einer  kompensatorischen  Überexpression  anderer  regulatorischer  Unter-
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einheiten. Eine solche war bei p50α und p55α jedoch nicht zu beobachten. Für 
p85β,  das von Pik3R2 codiert  wird,  ist  sie  in  undifferenzierten Stammzellen 
beschrieben, geht jedoch nach Differenzierung verloren (Hallmann et al. 2003). 
Bei braunen Adipozyten lies sich hingegen auch in differenzierten Zellen ein 
kompensatorischer  Anstieg  von  p85β  bei  p85α-Deletion,  nicht  jedoch  um-
gekehrt,  nachweisen  (Ueki  et  al.  2003).  Dieser  war  jedoch  nur  schwach 
ausgeprägt, was für eine wichtigere physiologische Rolle von p85α spricht und 
für  die  hier  beobachteten  Ergebnisse  möglicherweise  keine  ausreichende 
Erklärung bieten kann. Weitere Erklärungen für die Beobachtungen könnten auf 
untergeordneten Ebenen der Signaltransduktion liegen.
 4.2 Funktionen auf untergeordneten Ebenen 
Die Proteinkinase B hat als Haupteffektor der PI3-Kinase auch in β-Zellen die 
für  andere Zelllinien bekannte proliferationsfördernde Wirkung, spielt  darüber 
hinaus aber auch eine Rolle bei β-Zell-spezifischen Funktionen. So entwickeln 
transgene Mäuse mit  fehlender  Kinaseaktivität  der  PKB eine eingeschränkte 
Glukosetoleranz  aufgrund  einer  reduzierten  Insulinsekretion,  die  durch  eine 
verminderte  Exozytose bedingt  ist  (Berwick  et  al.  2004).  Die  Zellgröße und 
Masse der β-Inselzellen hängt von der PKB-Expression ab. Bei experimenteller 
Überexprimierung  der  PKB  sind  diese  signifikant  vergrößert,  die  Glukose-
toleranz ist  verbessert,  bei  gleichzeitiger  Resistenz gegenüber  experimentell 
induziertem Diabetes mellitus (Tuttle et al. 2001).
Die  Aktivierung  der  Proteinkinase B  durch  Phosphorylierung  nach  Über-
exprimierung der verschiedenen regulatorischen Untereinheiten der PI3-Kinase 
stellte sich in unseren Ergebnissen differenziert dar. Bei p85α und p50α zeigte 
sich mit ansteigender Exprimierung eine Zunahme des aktivierten Anteils der 
PKB. Dieser fiel nach einem Maximum bei einer MOI von etwa 50 wieder ab. 
Diese  Ergebnisse  können  mit  einer  abnehmenden  Kinaseaktivität  bei 
überschüssigen  monomeren  Untereinheiten  auf  Ebene  der  PI3-Kinase  in 
Einklang gebracht werden. Bei der Zunahme von p55α kam es hingegen nicht 
58
Diskussion
zu  dem  initialen  Anstieg  der  aktivierten  PKB,  es  war  hingegen  schon  bei 
geringer Überexprimierung eine Abnahme festzustellen.
Parallel dazu verlief die Phosphorylierung der Glykogen-Synthase-Kinase 3, die 
der PKB nachgeschaltet ist. Auch hier zeigte sich eine initiale Zu- und spätere 
Abnahme der Phosphorylierung der GSK-3 bei Überexprimierung von p85α und 
p50α, bei p55α hingegen wiederum ein verminderter phosphorylierter Anteil von 
Anfang an. Interessanterweise nahm bei zunehmender p55α-Überexprimierung, 
im Gegensatz zu p50α und p85α, nicht nur der phosphorylierte Anteil der GSK-
3, sondern auch die Gesamtmenge an GSK-3 ab. Die Proteinkinase B blieb in 
der Gesamtmenge hingegen weitgehend konstant.
Eine denkbare Erklärung für diese Beobachtungen hierfür wäre wiederum eine 
differenzierte  Funktion für  p55α in der  β-Zelle,  die  möglicherweise auf  einer 
direkten  oder  indirekten  Interaktion  des  N-terminalen  Endes  von  p55α  und 
GSK-3 beruht.  Auch außerhalb  des  Zellmodells  ist  eine  solche bisher  nicht 
beschrieben. Da für die von Pik3r3 abstammende regulatorische Untereinheit 
p55γ  eine  Interaktion  mit  dem Retinoblastom-Protein  bekannt  ist  (Xia  et  al.
2003), scheint eine solche Funktion auch für p55α nicht abwegig. Zwar war die 
Phosphorylierung von Rb in unseren Versuchen parallel  zu GSK-3 ebenfalls 
erhöht, eine den Beobachtungen an p55γ entsprechende direkte Interaktion mit 
Rb würde jedoch nicht die Veränderungen der GSK-3 erklären.
Die Ergebnisse der  Reduktion von p85α durch RNA-Interferenz sind auch auf 
Effektorebene in sich nicht kongruent. Insbesondere die verstärkte Aktivierung 
der Proteinkinase B fügt sich nicht in das Modell der Regulation ein, wenn man 
von den Ergebnissen der Überexpression oben ausgehend annimmt, dass das 
Verhältnis  von  p85α-Monomeren  und  aktiven  Dimeren  der  PI3-Kinase unter 
normalen  in-vitro-Bedingungen  leicht  unter  dem  Optimum  liegt  und  eine 
Reduktion von p85α dieses weiter verschlechtern würde. Gestützt wird diese 
These  durch  die  Ergebnisse  der  Zellzyklusanalysen,  bei  der  eine  deutliche 
Zunahme  der  Proliferation  bei  Überexprimierung  von  p85α  und  p50α,  nicht 
jedoch bei Reduktion von p85α gezeigt werden konnte. Eine Verminderung der 
p85α-Expression sollte dem zufolge einen weiteren Abfall der PKB-Aktivität zur 
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Folge  haben,  was  jedoch  nicht  der  Fall  ist.  Ebenfalls  unstimmig  ist  die 
verstärkte Phosphorylierung der GSK-3. Verstärkte Phosphorylierung von PKB 
und GSK-3 passen nicht zu den Zellzyklusveränderungen, bei denen sich eine 
Verminderung des Zellwachstums und eine G1-Blockade zeigte.
Eine Erklärung für die Ergebnisse könnte auf Ebene der PKB in differenzierten 
Funktionen von Isoformen liegen. Es ist bekannt, dass PKBα (Akt-1) und PKBβ 
(Akt-2) in vivo leicht differierende Funktionen aufweisen (Hirsch et al. 2007). Da 
in unseren Experimenten ein Antikörper verwendet wurde, der PKBα, β und γ 
unspezifisch nachwies, könnte den Ergebnissen ein differenzierter Regulations-
mechanismus der PKB zugrunde liegen.
Die Untersuchung der  p70-S6-Kinase zeigte aus methodischen Gründen nur 
schwer zu beurteilende  Veränderungen des Aktivierungsgrades. Während  sich 
nach Überexprimierung der Untereinheiten ein zu den Veränderungen bei PKB 
und GSK-3 paralleles Bild andeutete, waren nach Reduktion von p85α keine 
Änderungen des Phosphorylierungsgrades sichtbar, was dieselbe Inkongruenz 
wie bei den beiden anderen untersuchten Effektoren darstellt. Dagegen war die 
Aktivität  bei  höherem  Glukosespiegel  gesteigert.  In  der  Literatur  ist  für  die 
p70s6-Kinase eine positive Rolle im β-Zellwachstum beschrieben (Dickson et
al. 2001). 
 4.3 Einflüsse auf parallele Wege der Signaltransduktion
Ein  paralleler  Signalweg,  den  wir  untersuchten,  sind  die  Stress-aktivierten 
Proteinkinasen (SAPK), die aus den beiden Gruppen der p38-MAPKinase und 
c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK) bestehen. Die PKB interagiert über die drei 
Aktivatoren der  Stress-aktivierten-Proteinkinase-Gruppe (SAPK), ASK1, MLK3 
sowie SEK1, mit der p38-MAPKinase und bewirkt eine Inhibition der Apoptose 
(Song et al. 2005). Daneben wird ein direkter Regulationsweg für die 85 kDa 
großen  regulatorischen  Untereinheiten  der  PI3-Kinase  auf  JNK  und  p38 
vermutet (Ueki et al. 2003). Die p38-MAPKinase scheint eine komplexe Rolle 
bei  der  Pathogenese  der  Insulinresistenz  zu  spielen.  Bei  Diabetikern  ist  in 
Muskelzellen, in denen regulatorische Untereinheiten erhöht exprimiert und die 
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Aktivität  der  PI3-Kinase  vermindert  sind,  die  Rate  an  phosphoryliertem p38 
erhöht. Die Gabe von Insulin bewirkt wiederum eine Abnahme des phospho-
rylierten Anteils (Bandyopadhyay et al. 2005).  
Wir  beobachteten  bei  der  Abnahme  der  PKB-Aktivität  bei  hohen  Über-
exprimierungsraten  einen  parallelen  Anstieg  von  phosphorylierter  p38-
MAPKinase. Bei p55α war ein solcher jedoch nicht zu sehen, obwohl auch hier 
die  PKB-Phosphorylierung  deutlich  verringert  war.  Analog  zu  den  Beob-
achtungen  bei  p85α/β (Ueki  et  al.  2003)  könnten hier  bisher nicht  bekannte 
Interaktionen  auch  der  kleinen  regulatorischen  Untereinheiten  eine  Rolle 
spielen.
Eine  weitere  Gruppe  der  mitogen-aktivierten  Proteinkinasen  sind  die  extra-
zellulär-aktivierten Kinasen (p42/p44-ERK), die durch die kleinen Kinasen Ras 
und Raf  aktiviert  werden (Schaeffer  und Weber 1999).  Ähnlich wie bei  p38-
MAPK  findet  sich  eine  basale  Erhöhung  von  phosphoryliertem  ERK  in 
Muskelzellen von Diabetikern. Insulin bewirkt allerdings keine wie bei der p38-
MAPK beschriebene  Abnahme  (Bandyopadhyay  et  al.  2005).  Die  ERK und 
PKB-abhängigen  Signaltransduktionswege  scheinen  dabei  in  einem  Gleich-
gewicht  zu stehen.  Die  verminderte  PI3-Kinase/PKB-Aktivität  führt  zu  einem 
kompensatorischen Anstieg der ERK-Aktivität (Dickson et al. 2001). Dies stimmt 
mit  unseren  Ergebnissen  überein,  da  p-ERK  bei  Überexpression  der  regu-
latorischen  Untereinheiten  in  den  höheren  Expressionsstufen,  in  denen  die 
PKB-Aktivität  erniedrigt  ist,  deutlich  erhöht  ist.  Bei  p55α fällt  dieser  Anstieg 
minimal aus. Die Gesamtmenge an ERK bleibt jeweils unverändert.
 4.4 Schlussfolgerungen und Aussichten
Die  vorliegenden  Ergebnisse  weisen  auf  eine  differenzierte  Funktion  der 
regulatorischen Untereinheiten der PI3-Kinase IA in β-Zellen hin. Die 55 kDa 
große  Untereinheit  p55α  scheint  dabei  eine  von  den  alternativ  gespleißten 
Untereinheiten abweichende Rolle zu spielen. Sie zeigt in unseren Versuchen 
deutlich  von  diesen  abweichende  Auswirkungen  auf  untergeordnete  Signal-
wege und den Zellzyklus. Mögliche Mechanismen sind Interaktionen auf Ebene 
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der IRS-Proteine, Phosphoinositid-Phosphorylasen, Proteinkinase B oder GSK-
3. Weitere Untersuchungen wie etwa eine differenzierte Reduktion der Unter-
einheiten  in  der  β-Zelle  mit  einer  Überprüfung  der  PI3-Kinaseaktivität   sind 
notwendig, um diese genauer zu klären. Die Beobachtungen müssen weiterhin 
in humanen Zell-Linien überprüft werden, um eine Übertragbarkeit der Ergeb-
nisse auf den Menschen gewährleisten zu können.
Letztlich  unklar  bleibt  die  bei  der  Reduktion  von  p85α  beobachteten  In-
kongruenzen  der  Aktivierung  der  proliferationsfördernden  Achse  PKB/GSK-3 
mit  der  weitgehend  unveränderten  Verteilung  der  Zellzyklusphasen.  Neben 
einer  Kompensation  durch  andere  regulatorische  Untereinheiten  oder 
differenzierter  Aktivierung  von  PKB-Isoformen  müssen  letztlich  auch  Inter-
aktionen mit parallel laufenden Signaltransduktionswegen in Betracht gezogen 
werden.
Wurde noch in der 90er Jahren hauptsächlich die Insulinresistenz peripherer 
Gewebe  als  Hauptfaktor  für  die  Entstehung  eines  Diabetes  mellitus  verant-
wortlich  gemacht,  ist  inzwischen  klar,  dass  daneben  auch  pathologische 
Veränderungen  der  β-Zelle  eine  Rolle  spielen  (Cerasi  et  al.  2001).  Ein 
genaueres  Verständnis  der  Signalwege  innerhalb  der  β-Zelle  ist  deshalb 
notwendig,  um neue  Ansatzpunkte  zur  Therapie  des  Diabetes  mellitus  ent-
wickeln zu können, wie es etwa schon mit Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) ge-
lang (Henquin et al. 2004).
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 5. Zusammenfassung 
Die von der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase) beeinflussten intrazellulären 
Signalwege  sind  für  vielfältige  Funktionen  verantwortlich,  darunter  die  Re-
gulation der Glukoseaufnahme, die Synthese von Glykogen, die Förderung von 
Proteinsynthese  und  Zellproliferation,  die  Verhinderung  der  Apoptose  sowie 
Regulation von Exozytosevorgängen.
Aktiviert wird die Phosphoinositid-3-Kinase nach Ligandenbindung an Insulin- 
oder  IGF-1-Rezeptoren,  die  über  phosphorylierte  IRS-Proteine  mit  ihr  inter-
agieren.  Sie  ist  ein  funktioneller  Heterodimer  und  besteht  aus  einer 
regulatorischen und einer katalytischen Untereinheit, von denen jeweils meh-
rere Isoformen bekannt sind. Die in dieser Arbeit untersuchten regulatorischen 
Untereinheiten  p85α,  p55α  und  p50α  sind  Produkte  des  Pik3r1-Gens.  Für 
verschiedene  Zellmodelle  sind  für  diese  sowohl  positive  als  auch  negative 
Rollen in der Aktivitätsregulation der katalytischen Untereinheit beschrieben. Da 
Veränderungen des PI3-Kinase-Signalweges in der β-Zelle des Pankreas bei 
der Entstehung von Diabetes mellitus eine Rolle spielen, untersuchten wir die 
Funktionen dieser drei Untereinheiten in der β-Zelllinie INS1E der Ratte.
In INS1E-Zellen konnten wir sowohl die regulatorischen Untereinheiten p50α, 
p55α  und  p85α  als  auch  die  katalytischen  Untereinheiten  nachweisen.  Die 
zweifache Überexpression der regulatorischen Untereinheiten durch adenovira-
len  Gentransfer  hemmte  die  Aktivierung  der  Proteinkinase B,  während  eine 
siRNA-induzierte Unterexpression von p85α die Aktivierung der PI3-Kinase und 
Proteinkinase B steigerte. Überexpression von p55α reduzierte die Menge an 
phosphorylierter  und  nicht-phosphorylierter  Glykogen-Synthase-Kinase 3, 
förderte hingegen nicht die Phosphorylierung von p38 MAPK, p44/42 ERK oder 
Retinoblastom-Protein,  im Gegensatz zu den beiden überexprimierten Unter-
einheiten  p50α  und  p85α.  Veränderungen  des  Verhältnisses  von  regu-
latorischen und katalytischen Untereinheiten hatten einen deutlichen Einfluss 
auf die Zellzyklusregulation. Überexpression von p50α und p85α  führten zu 
einem starken Anstieg der S-Phase, im Gegensatz zu p55α, was auf eine ab-
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weichende Rolle von p55α in der Signaltransduktion der β-Zelle, im Gegensatz 
zu den anderen Pik3r1-Genprodukten, hindeutet.
Die  Funktionen  der  regulatorischen  Untereinheiten  der  PI3-Kinase  wurden 
bisher hauptsächlich in insulinsensitiven Geweben untersucht. Dort reduzieren 
die Untereinheiten p50α, p55α und p85α in ähnlicher Weise die Aktivität der 
PI3-Kinase und der Proteinkinase B,  wenn sie im Überschuss vorliegen. Die 
Daten der vorliegenden Arbeit zeigen Unterschiede in Signaltransduktion und 
Zellzyklusregulation für p55α in der β-Zelle und deuten eine Sonderrolle an, die 
über verschiedene Interaktionen vermittelt sein könnte. Weitere Untersuchung-
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